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(57) Abstract 

A melanoma-inhibiting protein, nucleic 
acid sequences that code for said protein, a 
process for preparing said protein and its use 
for preparing a therapeutic agent are disclosed. 
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Melanom-inhibierendes Protein 

Die Erfindung betrif ft ein Melanom-inhibierendes Protein 
(MIA), eine dafiir codierende Nukleinsaure, ein Verfahren 
zur Gewinnung und zum Nachweis dieses Proteins sowie 
dessen Verwendung zur Herstellung eines Therapeutikums * 

Die Regulation des Zellwachstums wird sowohl durch posi- 
tiv als auch negativ wirkende Faktoren kontrolliert . Zu 
den positiv wirkenden Faktoren zahlen die bekannten 
Wach stums faktoren wie z. B. epidermal growth factor 
(EGF), platelet derived growth factor ( PDGF ) , Insulin und 
Somatomedine . Zu den negativ, d. h. inhibitorisch wirken- 
den Faktoren gehoren neben dem TGF-3 , der sowohl als 
Wachs turns stimulator als auch als Wachstumsinhibitor 
wirken kann (Roberts et al., Proc. Natl* Acad. Sci. 
82 (1985), 119 - 123) die endogenen, tumorinhibierenden 
Faktoren aus Dickdarmkarzinomzellen (Levine et al, Cancer 
Research 45 (1985), 2248 - 2254), Melanomen (Bogdahn et 
al., Cancer Research 49 (1989), 5358 - 5363) sowie aus 
gesunden epithelialen Zellen von Brustdriisen der Ratte 
(Ethier et al., J. Cell. Phys. 142 (1990), 15 - 20). 

Durch Storung dieses Regulations systems, wie z. B. durch 
Oberproduktion von positiv wirkenden Wach stums faktoren 
oder eine verminderte Abhangigkeit veranderter Zellen von 
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diesen Wachstumsf aktoren (Rodeck et al., International 
Journal of Cancer 40 (1987), 687 - 690) wird es Tumorzel- 
len ermSglicht, sich unkontrolliert zu vermehren. Die 
oben genannten tumorinhibierenden Faktoren aus verschie- 
denen Tumorgeweben stellen interessante Verbindungen dar, 
um in dieses gestorte Regulations system therapeutisch 
eingreifen zu konnen. Fiir eine solche therapeutische 
Verwendung miissen diese Faktoren in groGer Menge und 
reproduzierbarer Reinheit zur Verftigung gestellt werden 
konnen. Bislang sind jedoch fiir die meisten dieser Fakto- 
ren lediglich angereicherte Fraktionen aus Zellysaten 
beschrieben, die auf Grund ihrer komplexen und zum Teil 
unbekannten Zusammensetzung und der damit verbundenen 
nicht reproduzierbaren Herstellbarkeit fiir einen thera- 
peutischen Einsatz nicht geeignet sind. 

Grundlage der Erfindung ist ein neues Melanom-inhibieren- 
des Protein (im weiteren als MIA-Protein oder MIA 
bezeichnet), welches das Wachstum der Zellinien HTZ 19-dM 
und ATCC CRL 1424 inhibiert und 

a) codiert wird von der in SEQ ID NO 1 fiir das reife 
Protein bzw. fiir das Protein mit N-terminaler PrS- 
Sequenz gezeigten DNA-Sequenz, oder der in SEQ ID NO 
3 gezeigten genomischen Sequenz, 

b) codiert wird von DNA-Sequenzen, die mit den in SEQ ID 
NO 1 oder 3 gezeigten DNA-Sequenzen oder Fragmenten 
dieser DNA-Sequenzen im DNA-Bereich, der fiir das 
reife Protein codiert, hybridisieren. 

Unter einer Wachstuminhibierung ist eine antiproliferati- 
ve Wirkung zu verstehen* Dabei wird das Wachstum der 
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Zellen bei Zusatz des MIA-Proteins zum Kulturmedium 
deutlich verlangsamt. Eine hierfiir geeignete Konzentra- 
tion ist beispielsweise 0,1 j/g MIA-Protein/ml Kulturme- 
dium. Hohere oder geringere Konzentrationen des MIA- 
Proteins sind jedoch ebenf alls geeignet zur Wachstums- 
inhibierung, die je nach Konzentration starker oder 
geringer beobachtet wird. 

Die Eigenschaften eines solchen Proteins sind durch die 
Erfinder in Cancer Research 49 (1989), 5358 - 5363, 
Cancer Research 50 (1990), 6981 - 6986, Melanoma Research 
2 (1992), 327 - 336 beschrieben. Ein nacharbeitbares 
Verfahren zur Herstellung dieses Proteins ist jedoch in 
diesen Publikationen nicht angegeben. Das Protein ist aus 
der humanen Melanoznazellinie HTZ 19-dM, die bisher der 
Of f entlichkeit noch nicht zuganglich war, erhaltlich, 
Diese Zellinie wurde von einezn xnetastasierenden malignen 
Melanom abgeleitet und in definiertem serumf reien Kultur- 
medium (50 % Dulbecco's minimal essential medium, 50 % F- 
12) mit 0,8 mmol/1 L-Glutamin, nichtessentiellen Amino- 
sauren, 10 pg/ml Transferrin, 30 nmol/1 Natriumselenit 
und 4 ;ig/ml Gentamicin als Monolayer-Kultur unter 
Standard-Kulturbedingungen kultiviert. Die Zellinie wurde 
am 23.06.93 bei der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganis- 
men und Zellkulturen GmbH in Braunschweig hinterlegt (DSM 
ACC 2133). Sie ist ein weiterer Gegenstand der Erfindung. 
Aus dera Kulturiiberstand dieser Zellinie kann das erfin- 
dungsgemaBe Protein liber eine gelchromatographische 
Isolierung einer Proteinfraktion einer GroSe von ca. 11 
kD und anschliessende Aufreinigung dieser Fraktion iiber 
eine reverse phase HPLC gewonnen we r den. 
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Das Protein kann tiber seine DNA-Seguenz und die davon 
abgeleitete Aminosauresequenz definiert werden. Das MIA- 
Protein kann in nattirlichen allelischen Variationen, die 
sich von Individuum zu Individuum unterscheiden konnen, 
vorkommen (z.B. SEQ ID 110:24). Solche Variationen der 
Aminosauren sind in der Regel Aminosaureaustausche. Es 
kann sich aber auch urn Deletionen, Insertionen oder 
Additionen von Aminosauren zur Gesamtsequenz handeln. Das 
erfindungsgemaBe MIA Protein kann - sowohl in Umfang und 
Art abhangig von der Zelle und dem Zelltyp, in dem es 
exprimiert wird - glycosyliert oder nicht glycosyliert 
sein. 

Das erfindungsgemaBe Protein kann auch rekombinant herge- 
stellt werden* Bei der rekombinanten Herstellung in 
Prokaryonten wird nichtglykosyliertes MIA-Protein erhal- 
ten. Mit Hilfe der durch die Erfindung bereitgestellten 
Nukleinsauresequenzen ist es moglich, in Genomen von 
beliebigen Zellen (z. B. auBer in Humanzellen auch in 
Zellen anderer Saugetiere) nach dem MIA-Gen oder seinen 
Varianten zu suchen, diese zu identif izieren und das 
gewiinschte fur das MIA-Protein codierende Gen zu isolie- 
ren. Derartige Verfahren und die hierfiir geeigneten 
Hybridisierungsbedingungen sind dem Fachmann bekannt und 
beispielsweise bei J. Sambrook, E.F. Fritsch und T. 
Maniatis, Molecular cloning, Cold Spring Harbor 
Laboratory, 1989 und B.D. Hames, S.G. Higgins, Nucleic 
acid hybridisation - a practical approach (1985) IRL 
Press, Oxford, England, beschrieben. Oblicherweise werden 
hierbei die dort beschriebenen Standardprotokolle fur die 
Experimente verwendet. 
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Durch die Anwendung der rekombinanten DNA-Technik 1st es 
moglich, eine Vielzahl von MIA-Protein-Derivaten herzu- 
stellen. Derartige Derivate konnen beispielsweise modifi- 
ziert sein in einzelnen oder mehreren Aminosauren durch 
Substitution, Deletion oder Addition. Die Derivatisierung 
kann beispielsweise liber site directed mutagenesis 
erfolgen. Derartige Variationen sind fur einen Fachmann 
ohne weiteres durchfiihrbar (J. Sambrook, B.D. Haines, Loc. 
Lit*). Es mu3 lediglich sichergestellt sein, daB die 
charakteristischen Eigenschaften des MIA-Proteins 
(Inhibition der genannten Zellinien) erhalten bleiben. 

Bin weiterer Gegenstand der Erfindung ist deshalb ein 
MIA-Protein, welches 

a) das Produkt einer prokaryontischen oder eukaryonti- 
schen Expression einer exogenen DNA ist, 

b) codiert wird von der in SEQ ID NO 1 fur das reife 
Protein bzw. fiir das Protein mit N-terminaler Pra- 
Sequenz gezeigten DNA-Sequenz, der in SEQ ID NO 3 
gezeigten genomischen Seguenz, 

c) codiert wird von DNA-Sequenzen, die mit den in SEQ ID 
NO 1 oder 3 gezeigten DNA-Sequerizen oder Fragmenten 
dieser DNA-Sequenzen im DNA-Bereich, der fur das 
reife Protein codiert, hybridisieren, oder 

d) codiert wird von DNA-Sequenzen, die ohne die Degene- 
ration des genetischen Codes mit den in b) bis c) 
definierten Sequenzen hybridisieren wiirden und fiir 
ein Polypeptid mit Aminosauresequenz codieren. 
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Bevorzugt ist ein Protein/ welches codiert wird von den 
Nukleotiden 40 - 432 oder 112 bis 432 aus SEQ ID NO 1 
oder von DNA-Sequenzen, die aufgrund der Degeneration des 
genetischen Codes fur ein Polypeptid mit derselben Amino- 
sauresequenz codieren wttrden. 

Das MIA-Protein aus HTZ 19-dM weist ein Molekulargewicht 
von ca, 11 )cD auf, ist stabil gegen Hitze (3 Minuten bei 
100° C) und sensitiv gegeniiber Proteasen, wie z. B. 
Trypsin . 

Gegenstand der Erfindung ist eine Nukleinsaure, welche 
fiir ein MIA-Protein codiert und ausgewahlt ist aus der 
Gruppe 

a) der in SEQ ID NO 1 und 3 gezeigten DNA-Seguenzen oder 
den komplementaren Sequenzen, 

b) Nukleinsauren-Sequenzen, die mit einer der Sequenzen 
von a) hybridisieren, 

c) Nukleinsauren-Sequenzen, die ohne die Degeneration des 
genetischen Codes mit einer der in a) oder b) genann- 
ten Sequenzen hybridisieren wurden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind melanom- 
inhibierende Proteine aus Saugerzellen, wie z«B. Maus f 
Katte, Rind, Schaf , welche in im wesentlichen analoger 
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Weise das Wachstum der Zellinien HTZ19-dM und ATCC 
CRL 1424 inhibieren, wie das humane MIA-Protein. 

Diese dem humanen MIA-Protein analogen Proteine konnen 
dadurch erhalten werden, daB rait einer Hybridisierungs- 
probe, welche fur humanes MIA codierende Seguenzen ent- 
halt, eine cDNA-Bibliothek des entsprechenden Saugetiers 
nach dem Fachmann gelaufigen Methoden gescreent wird und 
liber den Seguenzvergleich mit der DNA und Proteinseguenz 
fiir humanes und murines MIA (SEQ ID NO: 1-5) das ent- 
sprechende codierende Segment identif iziert wird. 

Ein bevorzugter Gegenstand der Erfindung ist das murine 
MIA-Protein und die hierftir codierende Nukleinsaure- 
sequenz (SEQ ID NO:4). Das murine Protein wird codiert 
von den Nukleotiden 110 - 499 oder 179 - 499 von SEQ ID 
NO:4. 

Mit Hilfe dieser Nukleinsauren kann das erf indungsgemafie 
Protein in reproduzierbarer Weise in groSen Mengen gewon- 
nen werden. Zur Expression in prokaryontischen oder 
eukaryontischen Organismen, wie z.B. prokaryontischen 
Wirtszellen oder in eukaryontischen Wirtszellen, wird die 
Nukleinsaure nach dem Fachmann gelaufigen Verfahren in 
geeignete Express ionsvektoren integriert. Vorzugsweise 
enthalt ein solcher Expressionsvektor einen regulier- 
baren/induzierbaren Promotor. Zur Expression werden diese 
rekombinanten Vektoren dann nach bekannten Verfahren in 
geeignete Wirtszellen, wie z. B. E.coli, als prokaryon- 
tische Wirtszellen oder Saccharomyces cerevisiae, 
Teratocarcinoma-Zellinie PA-1 sc 9117 (Biittner et al., 
Mol. Cell. Biol. 11, 1991, 3573 - 3583), Insektenzellen, 
CHO- oder COS-Zellen als eukaryontische Wirtszellen 
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eingefUhrt und die transf ormierten bzw. transduzierten 
Wirtszellen unter Bedingungen kultiviert, die eine 
Expression des heterologen Gens ermoglichen. Die Isolie- 
rung des Proteins kann aus der Wirtszelle oder dem Kul- 
turiiberstand der Wirtszelle nach bekannten Verfahren 
erfolgen. Derartige Verfahren sind beispielsweise bei 
Ausubel I., Frederick M., Current Protocols in Mol. Biol, 
(1992), John Wiley and Sons, New York, beschrieben. Es 
kann auch eine in vitro Reaktivierung des Proteins erfor- 
derlich sein. 

Vorzugsweise wird zur rekombinanten Herstellung des 
erf indungsgemaSen Proteins eine DNA mit den Nukleotiden 
40 - 432 oder 112 - 432 (codierende Seguenz) aus 
SEQ ID NO 1 (cDNA) oder die genomische DNA gemaB SEQ ID 
NO 3 verwendet. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren 
zur Gewinnung eines MIA-Proteins durch Isolierung aus dem 
Kulturuberstand der Melanomzelline HTZ 19-dM iiber eine 
gelchromatographische Auftrennung und Aufreinigung einer 
Fraktion, die einem Molekulargewicht von ca. 11 kD (SDS- 
PAGE, nicht reduziert) entspricht, iiber reverse phase 
HPLC. Auf diese Weise konnen ca. 0,2 pg/l Kulturuberstand 
erhalten werden. 

In einer bevorzugten Aus fuhrungs form wird das natiirliche 
MIA-Protein bei der Isolierung/Auf reinigung einer Saure- 
behandlung unterworfen* Dadurch kann die MIA-Aktivitat 
gesteigert werden. Vorteilhaft ist ein pH-Wert um ca. 2, 
als Saure ist beispielsweise Essigsaure geeignet. 
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Der Nachweis von trans formiert en bzw. transduzierten 
Wirtszellen, welche das MIA-Protein rekombinant produzie- 
ren r sowie die Aufreinigung des Proteins erfolgen vor- 
zugsweise uber Antikorper, die an dieses Protein binden. 
Derartige Antikorper sind mit Hilfe des erf indungsgema0en 
Proteins als Antigen oder Immunogen in einfacher Weise 
nach bekannten Verfahren erhaltlich. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher die 
Verwendung des erf indungsgeroa3en Proteins xnit Melanom- 
inhibierender Aktivitat zur Herstellung von Antikdrpern, 
die an dieses Protein binden. 

Dazu werden hierzu iiblicherweise verwendete Tiere, wie 
insbesondere Schafe, Kaninchen oder Mause xnit dem erfin- 
dungsgemaBen Protein immunisiert und anschlieSend das 
Antiserum der immunisierten Tiere nach bekannten Verfah- 
ren gewonnen oder Milzzellen der immunisierten Tiere mit 
immortalen Zellen, wie z. B. Myelomzellen, gem. dem 
Verfahren von KShler und Milstein (Nature 256 (1975), 495 
- 497) fusioniert. Von den so erhaltenen Hybridomzellen 
werden dann solche ausgewahlt und kloniert, welche einen 
monoklonalen Antikorper gegen das MIA-Protein produzie- 
ren. Die so erhaltenen monoklonalen oder polyklonalen 
Antikorper konnen fur eine immunadsorptive Reinigung des 
Melanom-inhibierenden Proteins an ein Tr Sgermaterial , wie 
z. B. Cellulose, gebunden werden. Weiterhin konnen derar- 
tige Antikorper fiir einen Nachweis des MIA-Proteins in 
Proben, wie etwa Gewebeschnitten oder Korperf ltissigkei- 
ten, verwendet werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind daher Antikor- 
per gegen das MIA-Protein, welche erhaltlich sind durch 
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Immunisierung eines Tieres mit einem MIA-Protein und 
Gewinnung der Antikorper aus dem Serum oder Mil zze lien 
der immunisierten Tiere. 

Es hat sich gezeigt, daB das MIA-Protein nicht nur auf 
Melanomzellen sondern auch in geringerem Umfang auf 
andere Tumorzellen, wie z. B. Glioblastomzellen, Neuro- 
blastome, small cell lung cancer und neuroektodermale 
Tumoren eine hemmende Wirkung durch Hemmung der DNA- 
Synthese ( 3 H-Thymidin-Einbau {Coligan J. E,, Kruisbeek A. 
M. , Margulies D. B., Shevach E. M., Strober Current 
Protocols Immunology, NIH Monograph, J* Wiley and Sons, 
New York, 1992)), Hemmung einer Tumorkoloniebildung im 
Soft-Agar oder im Tumorstammze lien-Assay (Schlag P., 
Flentje D., Cancer Treatment Rev. 11: Suppl. A: 131 - 
137, 1984) aufweist. Das Wachstum von normalen, nichtent- 
arteten Zellen wird dagegen nicht inhibiert. Dabei wirkt 
dieses Protein bereits in sehr geringen Konzentrationen 
(Nanogramm-Bereich) . Daher eignet sich dieses Protein fur 
die Herstellung eines Therapeutikums zur Tumor therapie. 
Insbesondere ist ein solches Therapeutikum zur Therapie 
von malignen Melanomen, malignen Gliomen, Bronchial- 
Karzinomen (insbesondere kleinzelliges Bronchialkarzinom, 
SCLC) und Neuroblastomen geeignet. 

Es hat sich weiterhin gezeigt, daB das Melanom-inhibie- 
rende Protein die Interleukin 2-abhangige bzw. Phyto- 
hamagglutinin-induzierte Proliferation peripherer 
Blutlymphozyten supprimiert. Weiterhin wird die Cytotoxi- 
zitat von T-Lymphozyten reduziert. Das Melanom-inhibie- 
rende Protein eignet sich damit auch zur Herstellung 
eines Therapeutikums, das Anwendung als Immunsuppressivum 
f indet • 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher die 
Verwendung eines erf indungsgemaSen Proteins zur Herstel- 
lung eines Therapeutikums, das Anwendung in der Tumor - 
therapie oder als Inununsuppressivum findet. 

FUr die genannten therapeutischen Anwendungen vird das 
erfindungsgemaBe Protein ggf . mit den Ublicherweise 
verwendeten Hilis-, FU11- und/oder Zusatzstof fen zusammen 
in einer pharmazeutischen Formulierung verarbeitet. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher eine 
therapeutische Zusammensetzung, enthaltend ein erfin- 
dungsgemaBes Melanom-inhibierendes Protein/ ggf» zusammen 
mit den Ublicherweise verwendeten Hilfs-, Fiill- und/oder 
Zusatzstof fen • 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung 
von Sequenzen des MIA-Gens, vorzugsweise von fiir ein 
Protein mit MIA-Aktivitat codierenden Sequenzen oder 
aktivierende Sequenzen aus dem 5' untranslatierten 
Bereich, in der Gentherapie und insbesondere zur Herstel- 
lung von Arzneimitteln fiir die Gentherapie. 

Gentherapie von somatischen Zellen kann beispielsweise 
unter Verwendung von retroviralen Vektoren, anderen 
viralen Vektoren oder durch nicht-viralen Gentransfer 
erfolgen (zur Ubersicht vgl. T. Friedmann, Science 244 
(1989) 1275; Morgan 1993, RAC DATA MANAGEMENT Report, 
June 1993). 
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Gentherapeutisch geeignete Vektorsysteme sind beispiels- 
weise Retroviren (Mulligan, R.C. (1991) in Nobel Symposi- 
um 8: Ethiology of human disease at the DNA level 
(Lindsten, J. and Pattersun Editors), pages 143 - 189, 
Raven Press), Adeno Associated Virus (McLughlin, J. 
Virol. 62 (1988), 1963), Vaccinia Virus (Moss et al., 
Ann. Rev. Immunol. 5 (1987) 305), Bovine Papilloma Virus 
(Rasmussen et al., Methods Enzymol. 139 (1987) 642). oder 
Viren aus der Gruppe der Herpesviren, wie Epstein Barr 
Virus (Margolskee et al., Mol. Cell. Biol. 8 (1988) 
2937) oder Herpes Simplex Virus. 

Es sind auch nicht-virale Deliverysysteme bekannt. Hierzu 
wird iiblicherweise "nackte" Nukleinsaure, vorzugsweise 
DNA, verwendet, oder Nukleinsaure zusammen mit einem 
Hilfsstoff, wie z.B. mit Trans ferreagenzien (Liposomen, 
Dendromere, Polylysin-Transf errin-Kon jugate (Wagner, 
1990; Feigner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 
(1987) 7413)). 

Ein weiteres bevorzugtes gentherapeutisches Verfahren 
basiert auf der homologen Rekombina t ion . Dabei kann 
entweder das fur das MIA-Protein codierende Gen in einer 
oder mehreren Kopien in das Genom von somatischen Zellen 
eingefiihrt werden und/oder das endogen in den Zellen 
vorhandene MIA-Gen moduliert, vorzugsweise aktiviert 
werden • 

Verfahren zur homologen Rekombination sind beispielsweise 
beschrieben in Kucherlapati, Proc. in Nucl. Acids Res. 
and Mol. Biol. 36 (1989) 301; Thomas et al., Cell 44 
(1986) 419-428; Thomas und Capecchi, Cell 51 (1987) 503- 
512; Doetschman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 
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(19B8) 8583-8587 und Doetschman efc al., Nature 330 (1987) 
576-578. Bei diesen Verfahren wird ein Stuck DNA, das im 
Genom an einer bestimmte Stelle integriert werden soli 
(Genfragment von MIA), an eine "Targeting DNA" gebunden. 
Die Targeting DNA ist eine DNA, die komplementar (homo- 
log) zu einer Region der genomischen DNA ist (vorzugs- 
weise im oder in der Nahe des MIA-Gens ) • Wenn zwei 
homologe Stiicke einer Einzelstrang-DNA (z.B. die 
Targeting DNA und die genomische DNA) in unmittelbare 
Nahe zueinander kommen, hybridisieren sie und bilden eine 
Doppelstrang-Helix. Durch ein Rekombinationsereignis kann 
dann das MIA-Genf ragment und die Targeting-DNA ins Genom 
integriert werden* Diese homologe Rekombination kann 
so wo hi in vitro als auch in vivo (am Patienten) durchge- 
fiihrt werden. 

Vorzugsweise wird eine DNA verwendet, die fiir ein Protein 
mit MIA-Aktivitat codiert, ein Fragment, welches die MIA- 
Expression inhibiert (Knock-out-Seguenz ) , oder ein Frag- 
ment, welches in der Lage ist, nach Integration ins Genom 
einer Zelle die Expression eines Proteins mit MIA-Aktivi- 
tat in dieser Zelle zu aktivieren- Ein solches Fragment 
kann zum Beispiel eine Promotor- und/oder Enhancer-Region 
sein, die heterolog zur entsprechenden MIA-Region ist 
oder nach Integration in das MIA-Gen das an sich stumme 
oder gering exprimierte MIA-Gen transkriptional und/oder 
translatorisch aktiviert. 

Mit dieser DNA werden also ein oder mehrere MIA-Gene in 
die Zielzelle (Targetzelle) neu eingebracht oder das im 
wesent lichen transkriptional stumme Gen im Genom einer 
Sauger zelle so aktiviert, daS die Saugerzelle befahigt 
wird, endogenes MIA-Protein herzustellen. Hierzu wird ein 
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DNA-Konstrukt in das Genom durch homologe Rekombination 
insertiert, wobei dieses DNA-Konstrukt umfaBt: ein DNA- 
Regulationselement, welches in der Lage ist, die Expres- 
sion dieses Gens zu modulieren, vorzugsweise zu stimulie- 
ren, wenn es operativ daran gekoppelt ist; und ein oder 
mehrere DNA-Target-Segmente, welche homolog zu einer 
Region in dies em Genom sind, die innerhalb oder in der 
Nahe dieses Gens liegt. Dieses Konstrukt wird in einer 
Weise ins Genom der Saugerzelle insertiert, daG das 
regulatorische Segment operativ an das Gen gekoppelt ist, 
welches fur das Protein mit MIA-Aktivitat codiert. Vor- 
zugsweise umfaBt das Konstrukt noch amplif izierende 
Sequenzen, insbesondere wenn Gene, die fur ein Protein 
mit MIA-Aktivitat codieren, in die Zelle eingebracht 
werden • 

FUr die Einfiihrung der MIA-Gene in die Zielzellen umfafit 
das Konstrukt ein Regulationselement, ein oder mehrere 
MIA-Gene und ein oder mehrere Targetsegmente. Die Target- 
segmente sind so ausgewahlt, da3 sie mit einer geeigneten 
Region des Genoms hybridisieren, wobei die insertierten 
exogenen MIA-Gene nach homologer Rekombination exprimiert 
werden . 

Es sind eine Vielzahl von Verfahren bekannt, durch die 
homologe Rekombination initiiert werden kann. Vorzugs- 
weise erfolgt die homologe Rekombination wahrend der DNA- 
Replikation oder Mitosis der Zellen. Eine derartige DNA 
kann zur Herstellung eines Tumortherapeutikums oder zur 
Herstellung eines homologen oder heterologen MIA-Proteins 
in ein em Wirtsorganismus verwendet werden. 
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Auf Basis der durch die Erfindung bereitgestellten 
Nukleinsaure-Sequenzen des MIA-Proteins ist es moglich, 
einen Test bereitzustellen, mit dem NukleinsMuren, welche 
fiir MIA-Proteine codieren, nachgewiesen werden konnen. 
Ein derartiger Nachweis kann beispielsweise in Zellen 
oder Zell-Lysaten erfolgen. Ein solcher Nachweis kann 
mittels der Nukleinsauren-Diagnostik gefuhrt werden. 
Hierbei wird die zu untersuchende Probe (sample) mit 
einer Sonde in Kontakt gebracht, welche mit der fiir das 
MIA-Protein codierenden Nukleinsauren-Sequenz hybridisie- 
ren wiirde. Eine Hybridisierung zwischen der Sonde und 
Nukleinsauren aus der Probe zeigt das Vorhandensein von 
exprimierten MIA-Proteinen. Derartige Verfahren sind dem 
Fachmann bekannt und beispielsweise in der WO 89/06698, 
EP-A 0 200 362, USP 2915082, EP-A 0 063 879, EP-A 0 173 
251, EP-A 0 128 018 beschrieben. 

In einer bevorzugten Ausfuh rungs form der Erfindung wird 
die fiir ein MIA-Protein codierende Nukleinsaure der Probe 
vor dem Test amplif iziert, beispielsweise mittels der 
bekannten PCR-Technik. Ublicherweise wird im Rahmen der 
Nukleinsaurediagnostik eine derivatisierte (markierte) 
Nukleinsauresohde verwendet. Diese Sonde wird mit einer 
an einen Trager gebundenen denaturierten DNA oder RNA aus 
der Probe in Kontakt gebracht und hierbei die Temperatur, 
IonenstSrke, pH-Wert und sonstige Puf f erbedingungen - 
abhangig von der Lange der Nukleinsaureprobe und der 
daraus resultierenden Schmelz temperatur des zu erwar ten- 
den Hybrids - so gewahlt, daB die markierte DNA oder RNA 
an homologe DNA oder RNA binden kann (Hybridisierung, 
siehe auch J . Mol. Biol, 98 (1975), 503; Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 76 (1979), 3683). Als Trager geeignet sind 
Membranen oder Tragermaterialien auf Basis Nitrocellulose 
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(z. B. Schleicher und Schiill, BA 85, Amersham Hybond, 
C*), verstarkte oder gebundene pulverf Srmige Nitrocellu- 
lose oder mit verschiedenen funktionellen Gruppen {z. B. 
Nitrogruppe) derivatisierte Nylonmembranen (z. B. 
Schleicher und Schiill, Nytran; NEN, Gene Screen; Amersham 
Hybond M. ; Pall Biodyne). 

Die Detektion von hybridisierender DNA oder RNA erfolgt 
dann dadurch, da6 der Trager nach grundlichem Waschen und 
Absattigen zur Verhinderung unspezifischer Bindung mit 
einem Antikorper oder Antikorperf ragment inkubiert wird. 
Der Antikorper oder das Antikorperf ragment ist gegen die 
in der Nukleinsauresonde bei der Derivatisierung inkorpo- 
rierte Substanz gerichtet. Der Antikorper wiederum ist 
markiert. Es kann jedoch auch eine direkt markierte DNA 
verwendet werden. Nach der Inkubation mit den Antikorpern 
vird nochmals gewaschen, urn nur spezifisch gebundene 
Antikorperkon jugate nachzuweisen. Die Bestimmung erfolgt 
dann uber die Markierung des Antikorpers oder Antikorper- 
f ragment s nach an sich bekannten Methoden* 

Der Nachweis der MIA-Expression kann durchgefiihrt werden 
beispielsweise als: 

- in situ-Hybridisierung mit fixierten ganzen Zellen mit 
fixierten Gewebesabstrichen und isolierten Metaphasen- 
Chromosomen, 

- colony-Hybridisierung (Zellen) und plaque-Hybridisie- 
rung ( Phagen und Viren ) , 
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- Norther n-Hybridisierung (RNA-Nachweis ) , 

- Serum-Analytik (z. B. Zelltypanalyse von Zellen in 
Serum, durch slot-blot-Analyse) , 

- nach Amplifikation (z.B. PCR-Technik) . 

Die Erfindung umfaSt daher ein Verfahren zum Nachweis von 
Nukleinsauren, welche fiir ein MIA-Protein codieren, 
dadurch gekennzeichnet, daQ die zu untersuchende Probe 
mit einer Nukleinsaurensonde inkubiert wird, welche 
ausgewahlt ist aus der Gruppe 

a) der in Sequenz ID NO 1 und 3 gezeigten DNA-Sequenzen 
oder der dazu komplementaren Sequenz, 

b) Nukleinsauren, die mit einer der Sequenzen von a) 
hybr idis ieren , 

die Nukleinsauresonde mit der Nukleinsaure der Probe 
inkubiert wird und die Hybridisierung ggf . fiber einen 
weiteren Bindepartner von Nukleinsaure der Probe und 
Nukleinsauresonde nachgewiesen wird# 

MIA ist damit ein wertvoller prognostischer Marker in der 
Tumordiagnostik (Metastasen, Verlauf). 

Die Erfindung wird durch die Sequenzprotokolle in Verbin- 
dung mit den folgenden Beispielen und Abbildungen naher 
erlautert. Dabei bedeuten: 
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SEQ ID NO 1 - cDNA von humanem MIA mit Pra-Sequenz 

SEQ ID NO 2 - Protein 

SEQ ID NO 3 - genomische DNA von MIA 

SEQ ID NO 4 - cDNA von murinem MIA mit Pra-Sequenz 

SEQ ID NO 5 - Protein 

SEQ ID NO 6 - Primer 

SEQ ID NO 7 - Primer 

SEQ ID NO 8 - Klonierungsfragment 

SEQ ID NO 9 - Primer 

SEQ ID NO 10 - Primer 

SEQ ID NO 11 - Adaptor 

SEQ ID NO 12 - Adaptor 

SEQ ID NO 13 - Fusionsprotein 

SEQ ID NO 14 - Fusionsprotein 

SEQ ID NO 15 - Primer 

SEQ ID NO 16 - Primer 

SEQ ID NO 17 - Primer 
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SEQ ID NO 18 

SEQ ID NO 19 
SEQ ID NO 20 
SEQ ID NO 21 
SEQ ID NO 22 
SEQ ID NO 23 
SEQ ID NO 24 

Fig. 1 

Fig, 2 

Fig. 3 
Fig. 4 
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fusionsf reies MIA zur Expression in 
E.coli 

■ Primer 

■ Primer 

■ Primer 

■ Primer 

• Polylinker 

• genomische DNA von MIA (allelische 
Variante ) 

zeigt die invasionshemmende Wirkung von 
humanem MIA (Hemmung der Zellwanderung mit 
und ohne MIA in % ) ♦ 
B16 + mMIA: Test mit murinem MIA. 

Inhibition von T-Cell-vermittelter cyto- 
toxischer Aktivitat durch MIA als %Lyse von 
CD4 + T-2ellen. 

Inhibition der cytotoxischen Aktivitat von 
LAK-Zellen durch MIA. 

Inhibition der Phytohamagglutinin-abhangi- 
gen Lymphozytenprolif eration durch MIA 
(MIA-Konzentration in ng/ml). 



WO 95/03328 



PCT/EP94/02369 



2o 



Fig. 5 Inhibition der IL-2-stimulierten PBMC 

Proliferation durch MIA (MIA-Konzentration 
in ng/ml) . 

Fig. 6 Plasxnidkarte des Expressionsplasmids pQE40- 

MIA (Beispiel 5a). 

Fig. 7 Plasmidkarte des Vektors pCMX-PLl (Beispiel 

7a) . 

Beispiel 1 

Isolierung des Melanom-inhibierenden Proteins aus 
HTZ 19-dM-Zellen. 



HTZ 19-dM-Zellen werden als Monolayer in definiertem 
serumfreien Gewebekulturmedium (50 % Dulbecco's minimal 
essential medium, 50 % F-12, Boehringer Mannheim GmbH) 
mit 0,8 mmol/1 L-Glutamin (Gibco, U.K.), nichtessentiel- 
len Aminosauren (Gibco, U.K.), 10 /jg/ml Transferrin 
(Boehringer Mannheim GmbH r Katalog-Nr. 1073974), 30 
nmol/1 Natriumselenit (Sigma) und 4 fig/ml Gentamycin 
(Merck) kultiviert. Der ZellkulturUber stand dieser Kultur 
wird im Abstand von jeweils 3-4 Tagen abgenommen und 
bis zur Aufreinigung bei -70°C gelagert. 

Zur Aufreinigung werden die Zellkulturiiberstande durch 
0,45 pm Filter (Becton Dickinson, Heidelberg) filtiert 
und durch Membran-Ultraf iltration mit Amicon YM 2-Membra- 
nen (AuschluBgrenze 2000 D, Amico Danvers Massachusetts, 
USA) auf ein Endvolumen von 1 % des Ausgangsvolumens 
aufkonzentriert. Das erhaltene Material wird fur 30 
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Stunden gegen 0,1 mol/1 Essigsaure dialysiert (Dialyse- 
membran mit AusschluBgrenze von 1000 D, Reichelt, Heidel- 
berg) und anschlieBend bei 100 000 g fur eine Stunde bei 
4°C ultrazentrifugiert. Das Pellet wird verworfen und der 
Uberstand zur weiteren Verarbeitung lyophilisiert. 

Die lyophilisierten Dialysate werden in 1 mol/1 Essigsau- 
re aufgenommen und durch Gelpenneationschromatographie an 
einer Biogel P-10-Saule (Pharmacia, Uppsala, 2,6 x 100 
cm; Biogel P" 1 0 , 200 - 400 Mesh, Biorad Laboratories, 
Richmond, California, USA) weiter auf gereinigt . Das 
Gelmaterial wird mit 1 mol/1 Essigsaure bei 22 °C aqui- 
libriert und die Dialysate in einer Konzentration von 130 
- 145 mg in 5 ml in 1 mol/1 Essigsaure aufgetragen. 
Eluiert wird mit 1 mol/1 Essigsaure bei einer FluBrate 
von 12 ml/Std. und das Eluat in 4 ml-Fraktionen aufgefan- 
gen. tiber Bestimmung der Anti-Tumor-Aktivitat (vgl. 
Beispiel 5) werden drei aktive Fraktionspools definiert, 
von denen der mittlere Pool, der einem Molekulargewicht 
von 8000 - 17000 D entspricht, iiber reverse phase HPLC 
weiter auf gereinigt wird. Dazu werden diese Fraktionen 
zunachst einmal lyophilisiert und dann in 0,1 % Tri- 
fluoressigsaure (TFA) aufgenommen. Jeweils 100 pi Ali- 
quots der erhaltenen Lbsung werden auf die reverse phase 
HPLC aufgetragen (FluSrate 0,5 ml/min) . Es werden Frak- 
tionen mit je 750 fil gesammelt. Weitere Daten der HPLC- 
Trennung: 
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Gradientenprogramm: Losung A: 0,06 % TFA in Wasser 

Losung B: 0,056 % TFA, 80 % Aceto- 
nitril 

2 - 25 % Losung B in 5 min 
25 - 50 % Losung B in 120 min 
50 - 100 % Losung B in 5 min 
zuriick auf 2 % in 5 min 
Saule: minoRPC (Pharmacia) 

HPLC-Gradientenmischer, Pumpe und Detektor: Pharmacia 

Das Eluat wird in 1,5 ml-Fraktionen aufgefangen. Aliquot s 
werden lyophilisiert und, wie in Beispiel 5 beschrieben, 
auf Anti-Tumor-Wirkung hin untersucht. 

Auf diese Weise konnen ca. 1 jjg Melanom-inhibierendes 
Protein aus 5 1 Kulturuberstand gewonnen werden, 

Beispiel 2 
Beispiel 2a 

Klonierung der fiir das humane Melanom-inhibierende 
Protein codierenden cDNA 

Nach Asp-N und Trypsin-Verdau des gereinigten Proteins 
und erneuter Aufreinigung der so erhaltenen Peptidfrag- 
mente werden die MIA-Aminosauresequenzen im Seguenzierer 
bestimmt. Die C-terminale und eine nahe dem N-Terminus 
gelegene Peptidsequenz wurden als Grundlage zur Synthese 
zweier Primer ausgewahlt. Bei den Primern handelt es sich 
um degenerierte Oligonukleotide mit angefiigten Restrik- 
tionsenzymschnittstellen . 
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Upstream Primer 1 (sense) (UP 1) (SEQ ID NO: 6) • 

5 ' TGTGAATTCAGTTIA/TG/CIGCIGAT/ CCAA/ GGAA/GTG 3 ' 
EcoRI site 

Der Querstrich (/) bedeutet, daS entweder die Base vor 
oder hinter dem Querstrich an dieser Stelle stent. Dieses 
Oligonukleotid ist eine Mischung aus 32 verschiedenen 
Molekulen, wodurch fast alle znoglichen Codons abgedeckt 
sind. Lediglich an den Positionen 12 und 13 sind G-T 
Mismatches mit der Zielsequenz moglich, was die Stabili- 
tat der Hybride nicht erhoht, aber auch nicht vermindert. 
Am 5'-Ende hangt zusatzlich ein EcoRI-Linker, urn ein 
eventuelles Produkt nach PCR leicht umklonieren zu kon- 
nen. Davor liegen am 5'-Ende noch 3 unspezif ische Basen, 
damit die Restriktionsschnittstelle nicht ganz am Rand 
liegt, da Restriktionsenzyme dort weniger gut schneiden. 

Downstream Primer 1 (Antisense) (DPI) (SEQ ID NO: 7) 

5'TGTGTCGACTGTTCGTAGAAA/GTCCCATCTTA/GTC 3' 
Sail site 

DP 1 entspricht den 8 C-terminalen Aminosauren, ist 8- 
fach degeneriert und enthalt eine Sal I Schnitt stelle . 
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Fur die spezifische Erststrangsynthese wurde der Primer 
DP 1 in dem folgenden Ansatz verwendet: 

5 pi 10 x PCR Puffer 
3 pi HTZ-19 Gesamt-RNA 

wurden gemischt und 5 min auf 65 °C erhitzt. 
Dazu wurden pipettiert: 

1 pi 100 mM MgCl 2 
10 pi 2,5 mM dNTP 

0,5 pi Placenta RNase Inhibitor 

2 pi DP 1 (1 pg) 

1 pi Reverse Transkriptase 

Nach 1 h Inkubation bei 37 °C wurde zu obigem Ansatz 
folgendes zugegeben: 

1 pi UP 1 (1 pg) 

5 pi 10 x PCR Puffer 

70,5 pi H 2 0 

1 pi Taq-Polymerase 

Die Amplifikation erfolgte 30 Zyklen mit dem folgenden 
Profil: 

94°C 30 sec* 
55°C 30 sec. 
72°C 60 sec. 

Nach dem letzten Zyklus wurde der Ansatz zur vollstandi- 
gen Verlangerung aller Produkte noch 7 min. bei 72 °C 
inkubiert . 
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Nach einer Phenol /Chlor of orm-Extrakt ion und EtOH-Fallung 
erfolgte der Verdau des PCR-Ansatzes mit EcoRI und Sail 
2 h bei 37 °C, Nach Enzymaktivierung folgte die Auftren- 
nung in einem 5 % PAA-Gel und Elution des 320 bp groSen 
Fragmentes liber Nacht. Die Halfte der Eluats wurde iiber 
Nacht mit 100 ng EcoRI/Sall verdautem pbluescript 
ligiert. Von den am nachsten Tag transf ormierten und auf 
SOB-Agar-Platten mit Amp und X-Gal/IPTG au splat tiert en 
Bakterien (E. coli DH5a) konnte eine rekombinante weiBe 
Kolonie gepickt werden. 

Nach Isolation des Plasmids erfolgte die Seguenzierung 
des umklonierten Inserts mit dem T-7 Deaza Sequencing-Kit 
von Pharmacia • Als Primer standen der T-3 und T-7 Primer 
(Stratagene) zur Verfiigung. Aus der Uberlappung der abge- 
lesenen Sequenzen ergab sich folgendes Bild (Primer fett 
gedruckt ) : 
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(SEQ ID NO: 8) 



GAATTC AAG TTT TCG GCG GAT CAG GAG TGC AGC CAC CCT ATC TCC ATG 
EcoRl Lys Phe Ser Ala Asp Gin Glu Cys Ser His Pro lie Ser Met 

GCT GTG GCC CTT CAG GAC TAG ATG GCC CCC GAC TGC CGA TTC CTG ACC 
Ala Val Ala Leu Gin Asp Tyr Met Ala Pro Asp Cys Arg Phe Leu Thr 



ATT CAC CGG GGC CAA GTG GTG TAT GTC TTC TCC AAG CTG AAG GGC CGT 
lie His Arg Gly Gin Val Val Tyr Val Phe Ser Lys Leu Lys Gly Arg 



GGG CGG CTC TTC TGG GGA GGC AGC GTT CAG GGA GAT TAC TAT GGA GAT 
Gly Arg Leu Phe Trp Gly Gly Ser Val Gin Gly Asp Tyr Tyr Gly Asp 

CTG GTC GCT CGC CTG GGC TAT TTC CCC AGT AGC ATT GTC CGA GAG GAC 
Leu Val Ala Arg Leu Gly Tyr Phe Pro Ser Ser lie Val Arg Glu Asp 



CAG ACC CTG AAA CCT GGC AAA GTC GAT GTG AAG ACA GAT AAA TGG GAT 
Gin Thr Leu Lys Pro Gly Lys Val Asp Val Lys Thr Asp Lys Trp Asp 



TTC TAC GAA CAGTCGAC 
Phe Tyr Glu Sail 
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Fur die Klonierung der vollstandigen cDNA stand eine 
Lambda gtll cDNA-Bibliothek zur Verfiigung, die aus der 
RNA von in definiertem Medium (dM) wachsenden HTZ-19 
Melanomzellen synthetisiert worden war. 

Insgesamt wurden 25 Platten mit je 8000 pfu ausplattiert, 
je 2 Nitrocellulose-Filter aufgelegt und mit dem durch 
Nick-Translation markierten gereinigten MIA-PCR Insert 
hybridisiert (50 ml Hybridisierungslosung, 2 x 10 6 
cpm/ml). Nach zweitSgiger Autoradiographic konnten mehre- 
re Signale erhalten werden, die auf beiden Filtem ein 
iibereinstimmendes Hybridisierungssignal ergaben- Die 
zugehorigen Phagen-Plaques wurden isoliert und einer 
Nachuntersuchung unterzogen. Dabei wurden von jedem 
isolierten Plague 4 Verdunnungsstuf en ausplattiert und 
die Platten mit 100-300 pfu fur zwei weitere Hybridisie- 
rungen verwendet. 

Aus den so isolierten Plagues konnte nach einer 50 ml 
Obernacht-Kultur die Lambda-DNA isoliert werden, 40 pg 
mit EcoRI verdaut und in einem 5% PAA-Gel aufgetrennt 
werden. Das Insert wurde eluiert und 8 ng fur die Liga- 
tion mit 100 ng EcoRI verdautem, dephosphoryliertem 
Vektor (pbluescript, Stratagene) eingesetzt. Die Halfte 
der Ligationsansatze wurden fur die Transformation kompe- 
tenter E. coli DH5a eingesetzt, die auf SOB/Amp-Platten 
mit IPTG und X-Gal ftir die Blau/WeiG Selektion ausplat- 
tiert wurden. Die rekombinanten Kolonien wurden ab- 
geimpft, die Plasmid-DNA isoliert und die Inserts 
sequenziert. Die Sequenz des Inserts mit der vollstandi- 
gen codierenden Sequenz ist unter SEQ ID NO 1 gezeigt. 



WO 95/03328 



PCT/EP94/02369 



22 

Ein auf diese Weise erhaltenes Plasmid ist pbs L7MIA, 
welches bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, Deutschland 
am 14.07.93 hinterlegt wurde (DSM 8420). 

Alle fiir die Klonierung verwendeten Methoden sind aus- 
fuhrlich in J. Sambrook, E.F. Frit sen, T. Maniatis 
(1989), Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd. 
edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, USA, beschrieben. 

Beispiel 2b 

Klonierung des fiir das humane Melanom-inhibierende 
Protein codierenden Gens 

Eine humane genomische DNA Bibliothek im Bacteriophagen 
Lambda FIX II (Elgin et al. (1991), Strategies 4, 8-9), 
kommerziell erhaltlich von Stratagene (Heidelberg), wurde 
nach etablierten Methoden (Sambrook et al. Molecular 
Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory, 1989) auf Nitro- 
cellulose-Filter plattiert. Zur Verwendung als Hybridi- 
sierungs-Probe wurde die fiir humane s MIA codierende cDNA 
aus Beispiel 2a radioaktiv markiert und entsprechend 
etablierten Techniken verwendet (Sambrook et al. (1989), 
Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory Press). 
Vorhybridisierung (2 Stunden) und Hybridisierung (16 
Stunden) erfolgten bei 60 °C in 6 x SSC, 5 x Denhardt's 
Losung, 100 ^g ml Lachssperma-DNA und 0.1% SDS. Die 32 P- 
dCTP-markierte Probe wurde dem Hybridisierungsansatz in 
einer Konzentration von 1 x 10 6 cpm/ml zugesetzt. An- 
schlieSend wurden die Filter bei 60 °C zweimal 20 Minuten 
gewaschen in 2 x SSC, 0.1 % SDS, dann zweimal 20 Minuten 
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in 1 x SSC f 0,1 % SDS und schlieQlich zweimal 20 Minuten 
in 0.25 x SSC, 0.1 % SDS. Die Filter wurden daraufhin 
getrocknet und 24 bis 48 Stunden auf Roentgenf ilm expo- 
niert. Die bei diesem Verfahren ein positives Hybridisie- 
rungssignal liefernden Plagues wurden isoliert und durch 
Rehybridisierung bestatigt. Die in diesen Phagen als 
Insert enthaltene humane genomische DMA wurde durch 
Southern-Hybridisierung unter Verwendung von MIA cDNA- 
Proben charakterisiert . Hierzu wurde die Phagen DNA mit 
der Restriktionsendonuklease Xbal gespalten, auf einem 
0.8 % Agarose-Gel aufgetrennt und anschlieSend nach 
Southern (J.Mol.Biol. 98 (1975), 503) auf Nitrocellulose 
transf eriert . Die so erhaltenen Filter wurden unter den 
oben beschriebenen Bedingungen mit der kompletten MIA 
cDNA als Probe hybridisiert, wobei zwei Xbal Fragmente 
von ca. 1.4 kb und ca. 2.2 kb positive Signale lieferten. 
Diese beiden Fragmente wurden jeweils in das zur Sequen- 
zierung geeignete und bei Stratagene (Heidelberg) kauf- 
lich erhaltliche Plasmid pBluescriptSK- (Short et al. 
(1988), Nucl. Acids res. 16, 7583 - 7600; Alting-Meese 
und Short (1989), Nucl. Acids res. 17, 9494) kloniert. 
Die gesamte, fiir das humane MIA codierende Seguenz ist in 
vier Exons lokalisiert, die in SEQ ID NO: 3 mit ihren 
f lankierenden Sequenzen gezeigt sind. Da nicht untersucht 
wurde, ob zwischen den beiden Xbal -Fragment en, auf denen 
die MIA Exons lokalisiert sind, sich eines oder sogar 
mehrere weitere Xbal -Fragmente befinden, kann nicht 
ausgeschlossen werden, dafl Intron 2 in Wirklichkeit 
wesentlich groSer ist. 
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Beispiel 2c 

Klonierung der fiir das murine Melanom-inhibierende 
Protein codierenden cDNA 

Eine kommerziell erhaltliche (Novagene, New York) cDNA- 
Bibliothek aus einem 13.5 Tage alten Maus -Embryo ixn 
Vektor Lambda EXlox (Pa^azzolo et al. (1990), Gene 88, 25 
- 36) wurde wie in Beispiel 2a beschrieben plattiert. Als 
Bybridisierungsprobe wurde die fur humanes MIA codierende 
cDNA aus Beispiel 2a in radioaktiv markierter Form einge- 
setzt. Die Hybridisierungsbedingungen waren identisch mit 
den in Beispiel 2b beschriebenen, mit Ausnahme der Tempe- 
raturen bei Hybridisierung und Waschung, die hier 55 °C 
betrugen. Die in den so erhaltenen und durch Rehybridi- 
sierung bestatigten Plaques vorliegenden cDNA-Inserts 
wurden sequenziert. Die Sequenz des Inserts mit der 
vollstandigen codierenden DNA des murinen MIA ist in SEQ 
ID NO 4 gezeigt. 

Beispiel 2d 

Klonierung des fiir das murine Melanom-inhibierende 
Protein codierenden Gens 

In diesera Fall wurde eine murine genomische DNA-Biblio- 
thek (aus der Leber einer adulten BALB/C Maus im Vektor 
EMBL3 (Frischauf et al. (1983), J.Mol.Biol. 170, 827), 
kauflich erhaltlich bei Clontech, Palo Alto CA) in analo- 
ger Weise wie in Beispiel 2b beschrieben unter Verwendung 
der murinen MIA cDNA aus Beispiel 2c als Probe abgesucht. 
Die Bedingungen waren identisch zu den in Beispiel 2b 
beschriebenen. Auch das weitere Vorgehen erfolgte in 
analoger Weise. 
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Beispiel 3 a 

Bestimmung der antiproliferativen Wirkung des Melanom- 
inhibierenden Proteins auf Tumorzellen 

Zur Bestimmung der antiproliferativen Wirkung des 
Melanom-inhibierenden Proteins bzw. der gemaB Beispiel 1 
erhaltenen Proteinfraktionen auf Melanomzellen werden 
exponentiell wachsende HTZ 19-dM-Zellen fur 24 Stunden in 
96er Mikrokulturplatten (Costar, Zurich) in jeweils 
100 pi serumfreiem Medium (s. Beispiel 1) mit einer 
Dichte von 3 x 10 3 -Zellen pro Vertiefung ausgesat (gemaB 
Chambard et al., J . Cell. Physiol* 135 (1988), 101 - 
107). Die Zellen werden dann mit der zu untersuchenden 
Proteinfraktion fiir 4-5 Tage bei 37°C/5 % C0 2 inku- 
biert. Nach Zugabe von jeweils 1 /iCi 3 H Thymidin (spezi- 
fische Aktivitat 23 Ci/mmol, Amersham Buchler, 
Braunschweig, Deutschland) werden die Zellen 8 Stunden 
unter identischen Bedingungen weiter inkubiert und an- 
schlieBend der 3 H Thymidin-Einbau in die zellulare DNA 
nach Saurefallung in ublicher Weise (iber einen Fliissig- 
szintillationszahler gemessen* Die Aktivitat der unter- 
suchten Proteinfraktion wird als Prozentsatz des 3 H 
Thymidin-Einbaus dieser behandelten Zellen, gegeniiber dem 
3 H Thymidin-Einbau in unbehandelten Kontroll zellen ausge- 
drlickt. Unter Verwendung verschiedener Konzentrationen 
des isolierten Melanom-inhibierenden Proteins kann eine 
Kohzentration ermittelt werden, bei welcher dieser 3 H 
Thymidin-Einbau urn 50 % r gegenuber der unbehandelten 
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Kontrolle, gehemmt wird (IC 50-Wert in der folgenden 
Tabelle 1). 

Tabelle 1 

Antiproliferative Wirkung des Melanom-inhibierenden Proteins 
auf verschiedene Tumor ze lien 



Tumor z el linie 


IC 50 (jjg/ml) 1 > 


a) Melanomzellinien 




HTZ 19-dM 


1.2 


ATCC HTB 69 


3,7 


HTZ 320 


1,35 


HTZ 318 


3,5 


ATCC CRL 1424 


2,1 


b) Neuroblastoiu- 




linien 




Kelly 


80 


c) Glioblastom 




ATCC HTB 17 


10 


d) Astrocytom 




HTZ 243 


5 


HTZ 209 


5 
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1 > Verwendet wurde das Protein nach dem ersten Reinigungs- 
schritt (nach BiogelPlO Saule, Faktor 50-100 geringere 
Aktivitat als nach vollstandiger Reinigung) 

Beispiel 3b 

Bestimmung der invasionshemmenden Wirkung des Melanom- 
inhibierenden Proteins auf Tumorzellen 

Zur Bestimmung der invasionshemmenden Wirkung von MIA 
wird ein modif iziertes Boyden-Kammer-System (Albini et 
al. (1987), Cancer Res. 47, 3239 - 3245) verwendet. Die 
Kammern wurden von der Firma Costar (Blind Well Chamber 
No. 441200) bezogen. Zur Simulierung einer Basalmem- 
bran-ahnlichen Barriere zwischen dem Chemoattraktans in 
der unteren Kammer und den Zellen in der oberen Kammer 
we r den auf den Polycarbonat filter (PorengroSe 8 pm, 
Costar No. 150446) 52 )il Matrigel (Becton Dickinson Cat. 
No. 40234) aufgebracht. Als Chemoattraktans wird die 
untere Kammer mit 210 pi Fibroblasten-konditioniertem 
Medium beflillt. Dieses wird wie folgt gewonnen: Fibro- 
blasten aus nonnaler menschlicher Haut werden zwischen 
der 10. und 20. Passage fiir 24 Stunden in DMEM-Medium 
(Gibco) ohne Zusatz von foetalem Kalberserum gehalten. 
Das so konditionierte Medium wird unverdiinnt als Chemo- 
attraktans eingesetzt. In die obere Kammer der Boyden- 
Apparatur werden 2 x 10 s der zu untersuchenden Tumorzel- 
len in 800 pi DMEM (Gibco, ohne foetales Kalberserum) 
mit, bzw. ohne MIA-Wirkstof f gegeben. Humane Tumorzellen 
(siehe Beispiel 3a oder Beispiel 8) oder tierische Tumor- 
zellen wie etwa B16 (ATCC CRL 6322) konnen mit der 
beschriebenen Methode auf Inhibierung ihres Migra- 
tionsverhaltens durch MIA get es test werden. Ohne Zugabe 
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des Melanom inhibierenden Proteins wandern ca 10 % Tumor - 
zellen innerhalb von ca 4 Stunden aus der oberen Kammer 
in die untere Kammer, wo sie an der Unterseite der 
Matrigel-Membran haften bleiben. Sie werden dort fixiert, 
gefarbt und anschlieQend gezahlt. Wird der oberen Kammer 
das humane oder murine Melanom inhibierende Protein MIA 
zugesetzt, so wird die Wanderung der Zellen stark inhi- 
biert. Fig, 1 zeigt die erhaltenen Hemmwerte ([Zellzahl 
in der unteren Kammer/ Experiment mit MIA] / [Zellzahl in 
der unteren Kammer, Experiment ohne MIA] x 100 %). 

Beispiel 4 

Bestimmung der immunologischen Aktivitat 
Beispiel 4a 

MIA hemmt T-Zell vermittelte zytotoxische Aktivitat 

Die gegen ein Peptid aus myelin basic protein (MBP, 
Aminosaureposition 87 - 106} spezifische CD4+ T-Zellinie 
D7.1 ist in der Lage, in einem Standard 5 1 Cr-Release 
Assay sowohl MBP- als auch Peptid 87-106 prasentierende 
Targets zu lysieren (Targets: Daudi-Zellen, R. Martin, U. 
Utz, J.E. Coligan, J.R. Richert, M. Flerlage, E. 
Robinson, R. Stone, W.E* Biddison, D.E. McFarlin, H.F. 
MacFarland, Diversity in fine specificity and T cell 
receptor usage of the human CD 4 * cytotoxic T-cell 
response specific for the immunodominant myelin basic 
protein peptide 87 - 106, J. Immunol. (1992), 148 (5), 
1359 - 1366). Nach Zugabe von MIA (eingesetzte Menge 
entspricht ca. 50 - 100 ng/ml gereinigten MIA) wird die 
Peptid-spezif ische Zytotoxizitat urn ca. 55 % (Fig. 2 a), 
die MBP-spezif ische Zytotoxizitat um ca. 50 % (Fig. 2 b) 
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gehemmt. Die Heiranung zeigt erwartungsgemaS eine geringe 
Abhangigkeit vom Ef f ektor-Target-Verhaltnis (E:T) , das 
hier mit 1:1 bzw. 5:1 sehr niedrig angesetzt wurde und 
damit hochspezif isch ist (Fig. 2). 

Beispiel 4b 

MIA hennnt die zytotoxische Aktivitat von Lymphokin- 
aktivierten peripheren Blutlymphozyten (LAK-Zellen) 

LAK-Zellen sind nicht klonal expandierte, Lymphokin-akti- 
vierte periphere Blutlymphozyten, vorwiegend T-Lymphozy- 
ten (A. A. Rayner, E.A. Grimm, M.T. Lotze, E.W. Chu, S.A. 
Rosenberg, Lymphokine activated killer (LAK) cells: 
Analysis of factors relevant for immunotherapy of human 
cancer, Cancer 55 (1985), 1327 - 1333). Sie werden in 
vielen immunologischen Therapie-Ansatzen der Tumor- 
therapie standardisiert eingesetzt. In dem hier gezeigten 
Experiment werden LAK-Zellen auf ihre Zytotoxizitat 
gegenuber HT2-19 Melanom-Zellen als Targets in einem 
Microzytotoxizitats-Assay geprtift. In Ef fektor-Target- 
Verhaltnissen von 1:1, 5:1 und 10:1 kommt es zu einer 
maximalen Zytotoxizitat (CTX) von knapp 40 %. Diese wird 
nach Zugabe von MIA (Konzentration wie in Beispiel 4 a) 
stark gehemmt, maximal urn 80 % bei niedrigem Eff ektor- 
Target-Verhaltnis, wie es am ehesten lokal - am Tumor 
selbst - zu erwarten ist (Fig. 3). 
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Beispiel 4c 

MIA hetnmt die IL-2 abhangige bzw. Phytohamagglutinin- 
abhangige Lymphozytenprolif eration 

Periphere Blutlymphozyten (PBMC) las sen sich klassischer- 
weise mit Phythamagglutinin (PHA) und Interleukin-2 (IL- 
2) standardisiert stimulieren (J.E. Coligan, A.M. 
Kruisbeek, D.H. Margulies, E.M. Shevach, W. Strober T 
Current protocols in immunology, NIH Monograph, J. Wiley 
Sons, New York, 1992). Hierbei werden mit PHA fast aus- 
schlieBlich T-Zellen stimuliert, mit IL-2 vorwiegend T- 
Lymphozyten, aber auch B-Zellen mit IL-2-Rezeptor . Unter 
Co-Inkubation mit MIA laSt sich im angegebenen Dosier- 
bereich (Proteineinheit: nach dem ersten Reinigungs- 
schritt (Biogel PlO-Saule), Aktivitat ist um den Faktor 
50 - 100 geringer als nach vollstandiger Reinigung) eine 
sehr starke Hemmung der PHA-Antwort erreichen (Fig* 4). 
Die IL-2-Antwort wird im hoheren Dosisbereicht gehemmt 
(Fig. 5). 

Beispiel 5 

Rekombinante Expression von MIA als Fusionsprotein in 
E.coli 

Beispiel 5a 

Konstruktion von Expressionsvektoren 

Zur Expression von MIA als Fusionsprotein mit einem als 
"Carrier" in E.coli geeigneten Protein kann beispiels- 
veise der kauflich erhaltliche Vektor pQE40 (Cat. No. 
33403, DIAGEN GmbH, Diisseldorf ) verwendet werden. In 
diesen Vektor wird zwischen die je einmal vorhandenen 
Restriktionsschnittstellen SphI und Hindlll ein f iir die 
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reife Form von MIA codierendes cDNA-Fragment insertiert. 
Ein derartiges Fragment wird am einfachsten durch PCR- 
Amplif ikation nach bekannten Techniken hergestellt unter 
Verwendung der klonierten MIA cDNA als Matrize und zweier 
geeigneter Primer ( 5 ' -GATGCATGCGGTCCTATGCCCAAGCTG-3 ' (SEQ 
ID NO: 9) und 5 ' -GATAAGCTTTCACTGGCAGTAGAAATC-3 ' (SEQ ID 
NO:10)). Das erhaltene PCR-Fragment wird mit SphI und 
Hindlll geschnitten und in den ebenso behandelten Vektor 
pQE40 ligiert. Das resultierende Plasmid exprimiert ein 
Fusionsprotein aus DHFR (Dihydrofolat-Reduktase als 
"Carrier") und MIA* Urn aus diesem Fusionsprotein freies 
MIA proteolytisch abspalten zu konnen, wird ein DNA- 
Segment zwischen DHFR und MIA einkloniert, welches fur 
die Erkennungsseguenz der IgA-Protease (Ser Arg Pro 
Pro/Ser) codiert. Dies geschieht durch Offnen des Expres- 
sionsplasmides mit Bglll (Partialrestriktion mit an- 
schlieBender Isolierung des linearisierten Vektor s) und 
SphI und anschlieBende Insertion eines Adaptors (5'- 
GATCTAGCCGGCCGCCCAGCCCGGCATG-3 ' (SEQ ID NO: 11) und 5'- 
CCGGGCTGGGCGGCCGGCTA-3 ' (SEQ ID NO: 12) hybridisiert zum 
Doppelstrang) . Das resultierende Expressionsplasmid 
pQE40-MIA codiert fiir ein Fusionsprotein aus DHFR und 
MIA, wobei sich zwischen DHFR und MIA eine Spaltstelle 
flir IgA-Protease befindet. Das Fusionsprotein tragt am N- 
Terminus 6 Histidine, die den Angaben des Herstellers 
zufolge zur Aufreinigung des Fusionsproteins mit Hilfe 
von Ni-Chelat-Gelmaterialien verwendet werden konnen. 
Derartige Verfahren sind in EP-A 0 282 042 und EP-A 0 253 
303, deren Inhalt Gegenstand der Offenbarung dieser 
Anmeldung ist, beschrieben. Fig, 6 zeigt das Expressions- 
plasmid pQE40-MIA. 
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Der Gehalt von MIA laBt sich optimieren, indem das 
Carrier-Protein DHFR eliminiert und durch ein moglichst 
kleines Peptid ersetzt wird, welches dieselben Funktionen 
erfiillt. Derartige geeignete Peptide sind beispielsweise 
MetArgGlySerHieHisHisHisHisHisGlySerSerArgProPro (SEQ ID 
NO: 13) (dieses Peptid kann durch IgA-Protease von der 
unmittelbar darauf folgenden Aminosaure-Sequenz des 
reifen MIA abgespalten werden; derartige Verfahren sind 
in der WO 91/11520 beschrieben, deren Inhalt Gegenstand 
der Offenbarung dieser Anmeldung ist) oder MetArgGlySer- 
HisHisHisHisHisHisGlySerValAspAspAspAspLys- (SEQ ID 
NO: 14) (dieses Peptid kann durch Enterokinase von der 
unmittelbar darauf folgenden Aminosaure-Sequenz des 
reifen MIA abgespalten werden). Expressionsplasmide, die 
fiir derartige MIA-Peptidfusionen codieren, konnen wie 
folgt hergestellt werden: Eine PCR-Amplif ikation mit MIA 
cDNA (Seq.ID No 1) als Matrize und den Primern 5 ' -AAAAAG- 
GATCCAGCCGGCCGCCCGGTCCTATGCCCAAGCTGGC-3 ' (SEQ ID NO: 15) 
und 5 ' -GGCGAGCAGCCAGATCTCCATAG-3 ' ( SEQ ID NO : 16 ) lief ert 
ein Fragment, welches mit BamHI und Bglll nachgeschnitten 
wird. Der Expressions vektor pQE40-MIA wird ebenfalls mit 
BamHI und Bglll restringiert, das kleinere der entstehen- 
den Fragmente wird verworfen und durch das beschriebene 
PCR-Fragment ersetzt. Hierdurch wird ein Expressions- 
vektor erhalten, der nach Induktion das Fusionsprotein 
MetArgGlySerHisHisHisHisHisHisGlySerSerArgProPro-MIA ( SEQ 
ID NO: 13) exprimiert. Das Fusionsprotein MetArgGlySerHis- 
HisHisHisHisHisGlySerValAspAspAspAspLys-MIA (SEQ ID 
NO: 14) wird in vollig analoger Weise unter Verwendung der 
Primer 5 ' -AAAAAAGGATCCGTTGATGATGACGATAAAGGTCCT- 
ATGCCCAAGCTGGC-3' (SEQ ID NO: 17) und 5 ' -GGCGAGCAGCCAGA- 
TCTCCATAG-3' (SEQ ID NO: 16) erhalten. 
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Weitere, ahnliche Fusionsproteine aus Peptiden und MIA 
konnen in analoger Weise hergestellt und unter der Kon- 
trolle geeigneter (vorzugsweise starker und induzier- 
barer) Promotoren in eines der zahlreichen fur E.coli 
beschriebenen Plasmide einkloniert und zur Expression 
gebracht werden. Eine weitere Alternative stellt die 
Fusion von MIA mit einem Peptid dar, welches in E.coli zu 
Sekretion des Fusionsproteines ins Periplasma mit nach- 
folgender Abspaltung und Freisetzung von MIA fiihrt. 
Dieses Verfahren ist in WO 88/09373 beschrieben, deren 
Inhalt Gegenstand der Offenbarung dieser Anmeldung ist. 

Beispiel 5b 

Expression von Fusionsproteinen und Gewinnung von MIA 

Das Expressionsplasmid pQE40-MIA (oder ein ahnliches 
Expressionsplasmid, welches beispielsweise durch Verwen- 
dung eines anderen Grundvektors oder eines anderen 
"Carrier "-Proteins oder -Peptides erhalten werden kann; 
derartige Alter nativen sind auSer in Beispiel 5a auch 
beschrieben in Methods of Enzymology 185 (Gene Expression 
Technology), Hrsg. David V. Goeddel, Academic Press 1991) 
wird in einen geeigneten E.coli Stamm trans f iziert, der 
uber eine hinreichende Expression des lac-Repressors 
verfugt, so daS eine induzierbare Expression des MIA- 
Fusionsproteins erzielt werden kann. Geeignet hierfur ist 
beispielsweise der Stamm E.coli M15[pREP4] r der zusammen 
mit pQE40 kauflich erhaltlich ist (Diagen GmbH, Dtissel- 
dorf), oder aber andere E.coli-Stamme wie etwa E.coli 
UT5600 (Earhart et al. (1979), FEMS Microbiology Letters 
6, 277-280) oder E.coli BL21 (Grodberg und Dunn (1988), 
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J. Bacterid. 170, 1245-1253), die zuvor mit einem lac- 
Repressor exprimierenden Helf er-Plasmid wie etwa pUBS520 
(Brinckmann et al. (1989), Gene 85, 109-114) oder pUBS500 
(EP-B 0 373 365) transfiziert wurden. MIA kann dann wie 
folgt gewonnen werden: E.coli M15 [pREP4/pQE40-MIA] wird 
auf LB-Medium bis zu einer optischen Dichte von 0.6 
(gemessen bei 550 nm) kultiviert, dann IPTG (Isopropyl-fi- 
D-thiogalactopyranosid, Boehringer Mannheim GmbH) in 
einer Endkonzentration von 1 mM zugegeben und an- 
schlieBend 4 Stunden weiterkultiviert . Die Zellen werden 
abzentrifugiert, in 100 mM Natrium-Phosphat-Puf f er pH 7.5 
mit 300 mM NaCl aufgenommen und durch dreimaliges Ein- 
frieren und Auftauen mit anschlieBender Ultraschall- 
behandlung lysiert. Zu dem durch Zentrif ugation geklarten 
Lysat wird Ni-NTA-Agarose (Diagen GmbH) unter Berttcksich- 
tigung der vom Hersteller angegebenen maximalen Binde- 
kapazitat zugegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur 
unter Mischen inkubiert. Das so mit Fusionsprotein bela- 
dene Gelmaterial wird niedertourig abzentrifugiert, 
zweimal mit 100 mM Natrium-Phosphat-Puf fer pH 7.5 und 
zweimal mit Natrium-Phosphat-Puf fer pH 6.1 gewaschen. 
AnschlieSend wird MIA aus dem Fusionsprotein abgespalten 
durch Inkubation des Gelmateriales mit IgA-Protease 
(Boehringer Mannheim GmbH) in 100 mM Natrium-Phosphat- 
Puf fer pH 7.5 Uber Nacht bei 37 °C. Das Gelmaterial wird 
durch Zentrif ugation abgetrennt und der MIA-haltige 
Oberstand nach Sterilf iltration in den in den Beispielen 
3 und 4 beschriebenen Aktivitatstests eingesetzt. 
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Beispiel 6 

Rekombinante Expression von fusions freiem MIA in E.coli 

Die fiir MIA codierende DNA-Sequenz wird in einer Weise 
modif iziert, die eine effiziente Expression in E.coli 
ermoglicht. Zu diesem Zweck wird eine PCR-Amplif ikation 
mit humaner MIA cDNA (Seq. ID No 1) als Matrize und den 
Primern 1 ( 5 ' -AAAAACATATGGGACCAATGCCAAAATTAGCAGATCGTAA- 
ATTATGTGCAGATCAGGAG-3 ' (SEQ ID NO: 19) und 2 (5'- 
AAAAAAAGCTTTCACTGGCAGTAGAAATC-3' (SEQ ID NO: 20)) durchge- 
fiihrt. Primer 1 verandert die MIA codierende Sequenz in 
dem N-terminalen Bereich so, daB bei unveranderter MIA- 
Aminosaure-Sequenz die DNA- und damit die mRNA-Sequenz 
fiir E.coli optimiert wird. Das Startcodon Met wird hinzu- 
gefiigt und an eben dieser Stelle eine Erkennungssequenz 
der Restriktionsendonuklease Ndel eingebracht, die eine 
anschlieQende Klonierung des so modif izierten MIA codie- 
renden Fragmentes in einen Vektor gestattet, der einen 
(vorzugsweise starken und induzierbaren ) Promoter und 
eine Translations-Inititations-Seguenz ( "Shine-Da Igarno- 
Sequenz" ) mit nachfolgend plazierter Ndel-Schnittstelle 
enthSlt* Primer 2 dient als 3 ' -Gegenprimer und enthalt 
eine Hindlll-Schnittstelle, so daQ die Insertion des 
modif izierten MIA codierenden Fragmentes in den Vektor 
als Ndel Hindlll Fragment erfolgen kann. Die derart 
modif izierte MIA codierende Sequenz ist in SEQ ID NO: 18 
gezeigt. Ein derart hergestelltes Expressionsplasmid ist 
pi 1379, welches unter der Hinterlegungsnummer DSM 9267 am 
29.06.94 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH, D-38124 Braunschweig, hinterlegt 
wurde. 
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Ein Expressionsplasmid fiir f usionsf reies MIA wird zur 
Expression in einen geeigneten E.coli Stamm transfi- 
ziert. Bei Verwendung eines durch lac-Repressor kontrol- 
lierten Express ionsplasmides wie pll379 sind dies Stamme, 
die iiber eine hinreichend hohe intrazellulare Konzentra- 
tion an lac-Repressor verfttgen. Solche Stamme konnen 
durch Trans fektion eines zweiten Plasinides wie pREP4 
(Diagen GmbH), pUBSSOO oder pUBS520 (Brinckmann et al. 
(1989), Gene 85, 109-114) hergestellt werden. Die verwen- 
deten E.coli-St amine sollten vorzugsweise eine geringe 
zelleigene Protease-Aktivitat aufweisen, wie dies bei- 
spielsweise bei E.coli UT5600 (Earhart et al. (1979), 
FEMS Microbiology Letters 6:277-280), bei E.coli BL21 
(Grodberg und Dunn (1988), J. Bacterid. 170:1245-1253) 
oder bei E.coli B der Fall ist. Die Expressionskultivie- 
rung erfolgt dann analog wie in Beispiel 5b beschrieben. 
Zur Gewinnung von MIA wird das als Proteinaggregat aus E. 
coli erhaltene MIA nach den in EP 241 022, EP 364 926, EP 
219 874 und DE 40 37 196 beschriebenen Verfahren aufgear- 
beitet . 

Im Detail wird hierzu beispielsweise wie folgt vorgegan- 
gen: MIA-haltige Proteinaggregate aus E.coli-Fennenta- 
tionen (sogenannte "Inclusion Bodies") werden in 6 M 
Guanidinium-Hydrochlorid, 100 mM TrisHCl pH 8, 1 mM EDTA 
solubilisiert, anschlieflend auf pH 3-4 eingestellt und 
gegen 4 M Guanidinium-Hydrochlorid pH 3,5 dialysiert. Die 
Renaturierung des solubilisierten Proteins erfolgt dann 
in 1 M Arginin.pH 8, 1 mM EDTA, 5 mM GSH (Glutathion 
reduziert) und 0,5 mM GSSG (Glutathion oxidiert). Aus dem 
Renaturierungsansatz kann MIA beispielsweise nach Zusatz 
von 1,4 M Ammoniumsulfat durch Adsorption an hydrophobe 
Gelmat rices wie Fractogel TSK Butyl (E . Merck, Darmstadt) 



WO 95/03328 



FCT7EP94/02369 



H3 



und anschlieSende Elution in 20 mM TrisHCl pH 7 gewonnen 
werden • 



Beispiel 7 

Rekombinante Expression von MIA in eukaryontischen 
Zellen 

Beispiel 7a 

Rekombinante Expression von HIA in Saugerzellen 

Hierzu werden die humane (SEQ ID N0:1) oder murine (SEQ 
ID NO: 4) MIA cDNA oder die entsprechenden genomischen 
DNA-Segmente in einen Vektor ligiert, in welchem sie 
ausgehend von einem starken Promoter-Enhancer-System in 
Saugerzellen transkribiert werden (im Falle der genomi- 
schen MIA Fragment e ist dieser Schritt notwendig, da die 
MIA eigenen Promotoren nur in bestimmten Zelltypen, 
beispielsweise Melanomen, aktiy und daher nicht fur eine 
allgemeine rekombinante Expression geeignet sind. Eine 
Expression kann jedoch auch wie in Beispiel 9 beschrieben 
durch homologe Rekombination in vitro erreicht werden, 
Derartige Promotoren und Enhancer stammen zumeist aus 
Viren wie SV40, hCMV, Polyoma oder Retroviren. Alternativ 
konnen auch Promoter-Enhancer-Systeme verwendet werden, 
die fur einen bestimmten Zell- oder Gewebetyp spezifisch 
sind, wie etwa WAP-, MMTV- oder Immunglobul in- Promoter, 
oder aber solche Systeme, die induzierbar sind, wie etwa 
Metallothionein-Promoter. Ein solcher Vektor erganzt die 
MIA-cDNA (falls eine solche verwendet wird) mit Donor- 
und Akzeptor-Signalen fUr die RNA-Prozessierung sowie 
einem Signal fur poly-A- Addition . Ein solcher geeigneter 
Vektor ist beispielsweise pCMX-pLl (Umesono et al. 
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(1991), Cell 65, 1255-1266), der in Fig. 7 dargestellt 
ist. In die einzige EcoRI-Schnittstelle dieses Vektors 
wird die mit EcoRI -Linker n versehene MIA cDNA ligiert, 
wobei durch Restriktionsanalyse mit Hilfe der iibrigen 
Schnittstellen im Polylinker dieses Vektors (siehe SEQ ID 
NO:23) sichergestellt wird, daQ die Orientierung der MIA- 
cDNA in Ableserichtung des CMV-Promoters vorliegt. Vollig 
analog wird bei einer Klonierung in andere Vektoren 
vorgegangen, z.B. in pCDNA3 (Invitrogen, San Diego/USA) 
oder pSG5 (Stratagene, LaJolla/USA) . Die DNA der so 
erhaltenen Express ionsplasmide wird aus E.coli prapariert 
und mit fiir den jeweiligen Zelltyp spezifischen Techniken 
in die Sauger zellen transfiziert (Methods of Enzymology 
185 (Gene Expression Technology), Hrsg. David V. Goeddel, 
Academic Press 1991, Sektion V)* Das Expressionsplasmid 
pCMX-pLl-MIA wird in die humane Teratocarcinoma-Linie PA- 
lsc9177 (Buttner et al. (1991), Mol. Cell. Biol. 11, 
3573-3583) nach beschriebenen Methoden (Buttner et al. 
(1993), Mol. Cell. Biol. 13, 4174 - 4185) transfiziert, 
wobei 200 000 Zellen pro 100 mm Kulturschale mit 5 yg DNA 
transfiziert werden. Die Zellen werden nach der Transfek- 
tion in MEM (Gibco) ohne Zusatz von foetalem Kalberserum 
kultiviert, wobei nach 48 Stunden im Z el lkulturiiber stand 
MIA nachweisbar ist. 

Beispiel 7b 

Rekombinante Expression von MIA in Insektenzellen 

Zur Expression in Insektenzellen wird ein fiir MIA codie- 
rendes DNA-Segment, vorzugsweise die humane MIA cDNA (SEQ 
ID NO 1), in Vektoren eingebracht, die sich von AcMNPV 
(Autographa calif ornica nuclear polyhedrosis virus) oder 
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BmNPV (Bombyx mori nuclear polyhedrosis virus) ableiten. 
Hierzu wird die MIA cDNA zunachst unter die Kontrolle 
eines fur Insektenzellen geeigneten, starken Promoters 
gebracht (O'Reilly DR, Miller LK und Luckow VA 1992; 
Baculovirus Expression Vectors - A Laboratory Manual; 
W.H. Freeman & Co, New York), wie des polH-Promoters oder 
des plO-Promoters. Zur Expression von MIA mit Hilfe des 
polH-Promoters wird wie folgt vorgegangen: 

Ein fur MIA codierendes DNA-Fragment mit Schnittstellen 
fiir die Restriktionsendonukleasen EcoRI (benachbart dem 
5'-Ende des spateren MIA-Transkriptes ) und PstI (benach- 
bart dem 3'-Ende des spateren MIA-Transkriptes) wird 
durch PCR-Amplifikation nach bekannten Techniken unter 
Verwendung der MIA cDNA als Matrize und der Primer 5'- 
CGTGAATTCAACATGGCCCGGTCCCTGGTGTGC-3 ' (SEQ ID NO: 21) und 
5 ' -TATCTGCAGTCACTGGCAGTAGAAATCCCA-3 * (SEQ ID NO: 22) 
erhalten. Dieses Fragment wird mit EcoRI und PstI nach- 
geschnitten (zur Erzeugung der entsprechenden kohasiven 
Enden) und in den mit denselben Endonukleasen restrin- 
gierten Trans fer-Vekt or pVL1393 (O'Reilly DR, Miller LK 
und Luckow VA 1992; Baculovirus Expression Vectors - A 
Laboratory Manual; W.H. Freeman & Co, New York), der 
kommerziell erhaltlich ist (PharMingen, San Diego, CA 
oder Invitrogen Corporation, San Diego, CA), einligiert. 
Das resultierende Trans fer-Expressionsplasmid pVL1393-MIA 
wird zur Vermehrung in E.coli K12 transfiziert und 
Plasmid-DNA nach etablierten Methoden prapariert. Der 
Transfer der unter Kontrolle des polH-Promoters stehenden 
MIA-DNA vom Transf er-Plasmid in den Baculovirus-Vektor 
erfolgt durch homologe Rekombination nach etablierten 
Methoden (O'Reilly et al. 1992, siehe oben). Hierzu 
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werden 0,5 jig BaculoGold DNA (linearisierte AcNPV Virus- 
DNA mit Lethal-Deletion und durch den polH-Promoter 
gesteuerter lacZ Expression, kauflich erhaltlich bei 
PharMingen, Bestellnummer 21100D) und 2 yg pVLl393-MIA 
gemischt, 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und 
anschlieSend mit 1 ml 125 mM Hepes pH 7.1 # 125 mM CaC12 , 
140 mM NaCl versetzt. Diese Mischung wird zu 2 x 10 6 
SF9-Insektenzellen (Invitrogen, Bestellnummer B825-01) in 
einer Kulturschale von 60 mm Durchmesser gegeben, die 
zuvor mit 1 ml Grace's Medium mit 10 % foetalem Kalber- 
serum (iberschichtet worden waren. Nach 4 Stunden Inkuba- 
tion bei 4°C wird das DNA-haltige Medium entfernt und die 
Zellen werden in frischem Medium fiir 4 Tage bei 27 °C 
inkubiert. Die auf diesem Weg erhaltenen rekombinanten 
Baculoviren werden anschlieSend zweimal iiber Plaque- 

i 

Bildung gereinigt (O'Reilly et al. 1992/ siehe oben), 
wobei Viren, die MIA durch homologe Rekombination inser- 
tiert haben, sich durch das Fehlen von 6-Galactosidase- 
Aktivitat (optisch erkennbar durch das Fehlen einer 
Blaufarbung in Gegenwart von 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-6- 
D-galactopyranosid) von den verwendeten Wildtyp-Viren 
(AcNPV mit Lethal-Deletion und durch den polH-Promoter 
gesteuerter lacZ Expression, kauflich erhaltlich bei 
PharMingen, Bestellnummer 2 HOOD) unterscheiden. Mit 
einem derart erhaltenen, MIA-exprimierenden rekombinanten 
Baculovirus werden nach etablierten Methoden (O'Reilly et 
al. 1992, siehe oben) SF9-Zellen infiziert (MOI = 20 
pfu/Zelle) und mindestens 36 Stunden bei 27 °C in serum- 
freiem Medium (Cell/Perfect Bac serum free insect cell 
culture medium, Stratagene, Bestellnummer 205120) weiter- 
inkubiert. AnschlieSend werden die Zellkulturtfberstande 
abgenommen, im Ober stand bef indliche Viren durch Ultra- 
zentrifugation entfernt (Beckmann Ti 60 Rotor, 30000 rpm) 
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und der Uberstand anschlieSend durch einen Microcon 100 
Filter (Amicon, AusschluSgrenze 100 kD) filtriert. Die so 
erhaltene MIA-haltige Losung kann in den in Beispiel 3 
und 4 beschriebenen Tests eingesetzt oder gemaS Beispiel 
1 weiter aufgereinigt werden. 

Beispiel 8 

Nachweis von MIA mRNA in verschiedenen Zellen 

Bin Nachweis, daB in einer bestimmten Zelle MIA expri- 
miert wird und demzufolge MIA mRNA vorhanden ist, kann 
einerseits mit den etablierten Methoden der Nucleinsaure- 
Hybridisierung erfolgen, wie etwa Northern-Hybridisie- 
rung, in-situ-Hybridisierung, Dot- oder Slot-Hybridisie- 
rung und daraus abgeleiteten diagnostischen Techniken 
(Sambrook et al. 1989, Molecular Cloning - A Laboratory 
Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press; Nucleic Acid 
Hybridisation - A Practical Approach, Hrsg. BD Hames und 
SJ Higgins (1985), IRL Press; WO 89/06698, EP-A 0 200 
362, USP 2915082, EP-A 0 063 879, EP-A 0 173 251, EP-A 0 
128 018). Andererseits konnen Methoden aus dem vielfalti- 
gen Repertoire der Amplif ikationstechniken unter Verwen- 
dung von MIA-spezif ischen Pr intern angewandt werden (PCR 
Protocols - A Guide to Methods and Applications; Hrsg. MA 
Innis, DH Gelfand, JJ Sninsky, TJ White (1990), Academic 
Press Inc; PCR - A Practical Approach; Hrsg. MJ 
McPherson, P Quirke, GR Taylor (1991), IRL Press). Die 
Tabellen 2A und 2B zeigen die MIA Expression in verschie- 
denen humanen Tumoren, Tumorlinien und normalen Zellen, 
die in diesem Fall durch Northern-Hybridisierung unter 
Verwendung der radioaktiv markiertem humanen MIA cDNA 
(Seg. ID No. 1) ermittelt wurde. Die RNA wurde hierfur 
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aus den auf gelisteten Zellen nach der Methode von 
Chomczynski und Sacchi (Anal. Biochem. 162 (1987), 156- 
159) isoliert. 20 yq Gesamt-RNA wurden auf einem 1% 
Agarose-Forinaldehyd-Gel aufgetrennt und auf Nylon-Membra- 
nen (Amersham, Braunschweig) nach Standard-Methoden 
libertragen (Sambrook et al. (1989); Molecular Cloning - A 
Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press). 
Als Probe wurde die komplette humane MIA cDNA (Seg. ID 
No. 1) radioaktiv markiert (Feinberg und Vogel stein 
(1984), Anal. Biochem. 137, 266-267). Die Hybridisierung 
erfolgte bei 68°C in 5 x SSC, 5 x Denhardt, 0.5 % SDS, 10 
% Dextransulfat und 100 yq/ml Lachssperma-DNA. 
AnschlieBend wurden die Membranen zweimal je eine Stunde 
in 1 x SSC bei 68°C gewaschen und dann auf Roentgenfilm 
exponiert. 
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Tabelle 2A 



Tumor 


1 Anzahl getestet 


1 positiv im 






Northern Blot 


Astrocytom 


1 10 


1 3 


Oligodendrogliom 


1 4 


1 0 


Fin p nrf vmom 


1 3 


I 0 


X*«S UJU UUXuD laUUl 


1 A 


0 






0 


Colon-CA 


1 2 


1 


malignes Melanom 


1 6 


6 


ZNS-Metastase 






Medulloblastom 


1 2 


0 


Mamma-CA 


1 1 


0 


Bronchial-CA 


1 2 


0 


ZNS-Metastase 
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Tabelle 2B 



Normal zellen 


1 An z ah 1 getestet 


positiv im 
Northern Blot 


embryonal e 






Fibroblasten 


1 2 


0 


mononukleare 






Blutzellen 


1 3 


0 


(3 Spender) 







Beispiel 9 

Verwendung von MIA codierenden Nukleinsauren zu 
therapeutischen Zwecken 

MIA hemmt die Proliferation und die Metastasierung von 
Tumorzellen. Dieser Effekt kann in einem Tiermodell oder 
einem Patienten nicht nur durch die exogene Zufuhr von 
MIA-Protein hervorgeruf en werden, sondern auch durch das 
Einbringen eines DNA-Segmentes , das entweder fur MIA 
unter einem geeigneten Promoter codiert oder aber einen 
geeigneten Promoter enthalt, der durch homologe Rekombi- 
nation vor das zelleigene MIA Gen in das Genom integrie- 
ren kann. In letzterem Fall muB dieser Promoter von 
Sequenzabschnitten flankiert sein, die den Sequenzen des 
humanen (oder im Falle eines Tiermodells tierischen) MIA 
Gens im 5 '-untranslatierten Bereich moglichst weitgehend 
homolog oder vorzugsweise identisch sind (WO 91/09955) • 
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Mit dieseia Verfahren laSt sich erreichen, daB die Tumor- 
zelle vermehrt MIA exprimiert und so die eigene Prolife- 
ration und ihre Metastasierung inhibiert, sofern die DNA- 
Segmente in die Tumor zelle selbst eingebracht werden. In 
vielen Fallen wird es jedoch nicht erforderlich sein, die 
entsprechenden Gensegmente spezifisch und ausschlieSlich 
in die Tumor zellen selbst einzubringen, da auch eine 
Expression in anderen, vorzugsweise dem Tumor benachbar- 
ten, Korperzellen iiber eine vennehrte MIA-Ausschiittung 
eine Inhibition der Tumorzellen bewirkt. Im folgenden 
Beispiel ist die therapeutische Wirkung eines MIA-codie- 
renden DNA-Segmentes in einem Tiermodell gezeigt. 

Die Injektion von murinen B16-Melanom-Zellen (ATCC CRL 
6322) in die Schwanzvene von C57BL-Mausen mit nachfolgen- 
der Quantifizierung von Lungenmetastasen stellt ein 
etabliertes in vivo Metastasierungsmodell dar. 100.000 
Zellen der Melanomlinie B16 wurden retrobulbar in C57BL- 
Mause injiziert (Tag 1, 16 Tiere) Nach 48 Stunden wurden 
bei 8 Tieren je 100 pg des MIA-Expressionsplasmides pCMX- 
PL1-MIA (Beispiel 7a) in TE (10 mM TrisCl pH 8.0, 1 mM 
EDTA) gemischt mit DOTAP Transf ektionsreagenz (Leventis 
und Silvius (1990), Biochim.Biophys .Acta 1023, 124-132, 
kommerziell erhaltlich bei Boehringer Mannheim, Cat. No 
1202375), in die Schwanzvene injiziert. Die Kontroll- 
gruppe (8 Tiere) erhielt dasselbe Plasmid, jedoch ohne 
MIA-Sequenzen. Nach 13 Tagen hatten in der Kontrollgruppe 
ohne MIA 6 von 8 Tieren einen lokalen Tumor entwickelt; 
die durchschnittliche Zahl der Metastasen in Lunge, Milz, 
Niere und Leber betrug 7.8. In der Gruppe, die das MIA 
codierende Plasmid erhalten hatte, entwickelten nur 4 von 
8 Tieren einen lokalen Tumor und die durchschnittliche 
Zahl der Metastasen betrug 2.7. 
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SEQUENZPRDTOKOLL 



(1) ADGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMFTJTIKRs 

(A) NAME: BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 

(B) STRASSE: Sandhofer Str. 116 

(C) CRT: Mannheim 

(D) BUNDESLAND: BW 

(E) LAND: Germany 

(F) POSTLETTZAHL: D-68305 

(G) TPTFPTyTM- 08856/60-3446 

(H) TELEFAX: 08856/60-3451 

(ii) ANMELDETTTEL: MelancnHinhibierendes Protein 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 24 

(iv) CBMPUTER-LESBARE FORM: 

(A) DATENIRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) EETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFIWARE: Patentln Release #1*0, Version #1.25 (EPA) 

(vi) FRUHERE ANMELDEDATEN: 

(A) ANMELEENUMMER: DE P 43 24 247.2 

(B) ANMELDEDAHJM: 20-JUL-1993 



(2) INEURMATICN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 459 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) SIRANGF0RM: Einzel 

(D) TDPOdOGIE: linear 

(ii) ART DES M3LEK0L£: cDNS 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGS: 40.. 432 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: sig_peptide 

(B) IAGE: 40.. Ill 
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(ix) MERKMKLE: 

(A) NAME/SCHEUSSEL: matpeptide 

(B) LAGB: 112. -432 



(xi) SEC^ENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

CC&GCBCCCC CTTGCTCACT CTC3TQCTCA CfiGTOCflCG ATG GCC CGG TCC CTG 54 

Met Ala Arg Ser Leu 
-24 -20 

GIG TQC CTT GGT GTC ATC ATC TOG CTG TCP GOC TTC TOC GGA OCT GOT 102 
Val Cys Leu Gly Val lie lie Leu Leu Ser Ala Phe Ser Gly Pro Gly 
-15 -10 -5 

GTC AGG GGT GGT CCT ATG CCC AAG CTG GCT GAC CGG AAG CTG TOT OCXS 150 
Val Arg Gly Gly Pro Met Pro Lys Leu Ala Asp Arg Lys Leu Cys Ala 
15 10 

GAC CAG GAG TQC AGC CAC OCT ATC TOC ATG GCT GTG GOC CPT CAG GAC 198 
Asp Gin Glu Cys Ser His Pro lie Ser Met Ala Val Ala Leu Gin Asp 
15 20 25 

TAC ATG GCC CCC GAC TQC CGA TTC CTG ACC AIT CAC CGG GGC CAA GIG 246 
Tyr Met Ala Pro Asp Cys Arg Phe Leu Thr He His Arg Gly Gin Val 
30 35 40 45 

GIG TAT GTC TTC TCC AAG CTG AAG GQC OCT GGG CGG CTC TTC TOG GGA 294 
Val Tyr Val Phe Ser Lys Leu Lys Gly Arg Gly Arg Leu Phe Trp Gly 
50 55 60 

GGC AGC GIT CAG GGA GAT TAC TAT GGA GAT CTG GCT GCT OGC CTG GQC 342 
Gly Ser Val Gin Gly Asp Tyr Tyr Gly Asp Leu Ala Ala Arg Leu Gly 
65 70 75 

TAT TTC CCC ACT AGC AIT GTC GGA. GAG GAC CAG ACC CTG AAA CCT GGC 390 
Tyr Phe Pro Ser Ser He Val Arg Glu Asp Gin Thr Leu Lys Pro Gly 
80 85 90 

AAA. GTC GAT GIG AAG ACA GAC AAA TOG GAT TTC TAC TQC CAG 432 
Lys Val Asp Val Lys Thr Asp Lys Trp Asp Phe Tyr Cys Gin 
95 100 105 

TGAGCTCAGC CTACOGCTGG CCCTQOC 459 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARRRTERISTIKA: 

(A) IANGE: 131 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPGEOGIE: linear 

(ii) ART DES M3LEKUIS: Protein 

(xi) SBQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID HO: 2: 

Met Ala Arg Ser Leu Val Cys Leu Gly Val He He Leu Leu Ser Ala 
-24 -20 -15 -10 

Phe Ser Gly Pro Gly Val Arg Gly Gly Pro Met Pro Lys Leu Ala Asp 
-5 1 5. 

Arg Lys Leu Cys Ala Asp Gin Glu Cys Ser His Pro He Ser Met Ala 
10 15 20 

Val Ala Leu Gin Asp Tyr Met Ala Pro Asp Cys Arg Phe Leu Thr He 
25 30 35 40 

His Arg Gly Gin Val Val Tyr Val Phe Ser Lys Leu Lys Gly Arg Gly 
45 50 55 

Arg Leu Phe Trp Gly Gly Ser Val Gin Gly Asp Tyr Tyr Gly Asp Leu 
60 65 70 

Ala Ala Arg Leu Gly Tyr Phe Pro Ser Ser He Val Arg Glu Asp Gin 
75 80 85 

Thr Leu Lys Pro Gly Lys Val Asp Val Lys Thr Asp Lys Trp Asp Phe 
90 95 100 

Tyr Cys Gin 
105 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IANGE: 3565 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGEURM: Einzel 

(D) TOPGDDGIE: linear 
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(ii) ART EES M3LEKULS: DNS (genonisch) 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: sig_peptide 

(B) IAGB: 1378.. 144 9 

(ix) MERKMAIE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: exon 

(B) IAGE: 1378.. 1504 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: exon 

(B) LAGE: 1586. .1719 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: exon 

(B) LAGE: 2804.. 2914 

(ix) MERKMAIE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: exon 

(B) IAGB: 3232.. 3252 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: - 

(B) IAGE: one-of(2216) 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "N in Position 2216 steht 
fuer eine unbestiimrte Anzahl und Seguenz von 
Nukleotiden" 



(xi) SEQUENZBESCHREIEUNG: SEQ ID NO: 3: 

TCTAGACANA TAAAAAIAAA. AGAAATCATC CAAGAATGCT GACTTGCCTA CIM'ICJSACT 60 

CGAGAQQCTG AGAGGGC3V3G AITTCTTGAC CCCGGJAGTT TAAGGATQCA GTGAGCTATC 120 

MCACATCAC TCTACTTCAG CCTGAGCAAC AGCAAGATCC TOICICEAAA AATEAAATAA 180 

GQCTGGGCTT GOTGQCICAT GCTGEAATCC CAGCBCTTIG GAAGGCCATG CTQGQCAGAT 240 

TGCTTGAQCC CAGGAGITTG AGACGAGGCT GGGCAACATG AOSWCCCC GQCTCTAOCA 300 

AAAAATACAA AAAATTAACT QQQCATAATG GEACAICTCT GK3GTCCCAG CTACTCGSEA 360 

GGCTGAGGIG GGAGGAATQC TTGAGCGCAG GAAATAGGGG CTACACTGAA CCAQGATCAT 420 
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GCCAOTGCAC TCX^\AOCTQG GCAACAGAQC 
TGGATTAATT GQGCAIAGGT GGCTT3IQCC 
GQGftGGATIG CCTCAC7ICTA GGAGGTPGAG 
CTCCADCTQG GCAACAGQGT GAGACCCTCT 
AATCACTCCT CCTGACATGA TACAGAGTAT 
TOODGAATGC TCTCTAACTA. TPGGPGAATG 
CA3TITACAT AIAAQGAAGC TGAGGCHTG 
AGTQ9GAAQC GICTQGTOCA GaGGaATAGT 
TTCAGCAIAC AATA3TCAGT CAGTACTCAA 
CTQOOTGPC CTCCTCCCCC ACAGCAGGAA 
CCGCTTCTGT GGCCAGAGGG GACAGCQGAG 
AGATGGAATT GAKDmTCA ACCACCTTAT 
TCTCACTGGG AAAGTTIOTGA GCTQCTITGG 
AGCTTTACCC TATCCTTGAA ATGGTTCK3G 
AAGTCT93GA CTGGITEftGG GCGGGGACAA 
GAGAGGAAAT TQGAGACCCC AGCAOCCCCT 
GCCCGGICCC TGGTGTGOCT TGGTCICATC 
GICAGGGCTG GTCCTATGCC CAAGCTGGCT 
AQCCGTAAGA ATQQQGAGGG GEAGAATTQG 
OVTICCCCTT CTATICCTIC CCTAGACCCT 
ATGGOOOCCG ACTQCCGA3T CCTGAGCATT 
AAQCTGAAQG GCCODQGGCG GCTCTICTQG 
GAGGGAAGGG TACAGAGCTG GQGEAGACTC 
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ACTCAAGAGA 


xuou 


CEftGQOCTCT C3TGATTSnX3 


AQGAQQQQQC 


1 1 A ft 

XX4U 


ACXTEfllCTG GGAATTICCT 


TQGQCUiTAC 


1 OAA 
l^UU 


TTICAIAQCA ACTICTAQGT 


GC^xuxuuuuo 


12oU 


GACCAAGAAC ACAAGTITCC 


TiuxflDQQGA 




TGLTIUMJUVX* LTriULTlUftLA 




1JOU 


ATCTIGCICT CTQCCTTCTC 


CGGACCTQGT 


1440 






T500 


yurimjuiur xal&xivixvjx 


ooriXv7X\aL>X\^ 


IJOU 


ATCTCCATOG CTGTOGCCCT 


TCAGGACTAC 


1620 
1680 


CBCCGGGGCC AAOTGOTOTA 




GGAQQCAQCG TGCGIUITGG 


GaGAGTGaAA 


1740 


ATEATCCCCA TGAAGGGAAG 


AT1TCAGGQG 


1800 
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GOTGAACTGA 


AAIAGACATT 


GTGGGGGGAT 


MTCTTACTT 


JRCnTATTIT 


AlTlULVJiAT 


1860 


TftrrnTXflA 




GAGAGAGTCT 


TGCTCTGTCA 


COCAGGCTQG 


MQCAATGGC 


1920 




CTCACTGEAA 


CCTOCACCTC 


TTGGGITCAA 


GCGATICTCC 


AGCCTCAGCC 


1980 


TOCCAAQEAC 


CTQGGA2TAC 


AGGGATGCAC 


C^XACACCT 


NNEAAHTPPTT 


C3EATITITAG 


2040 


TAGAGACAGG 


GTTTTACCAT 


MTGGCCAGG 


CK3GICITGA 


ACTOCTGACC 


TCATOATCTG 


2100 


COCQOCTTOG 


CTCCCGGAGT 


GCTGGGATIA 


CAQGTGTGAG 


CCfcCTGGOOC 


CCCAGCCTAT 


2160 


TITCACTTEA 


TTEACCAA37T 


TEAGGACCTG 


AIA3X30ICOC 


ANNMICIOTr 


CTAGANTCTA 


2220 


GACACCAAGA 


TAGAACAACA 


AATGATCCTT 


TTTATTCTAA 


TGGAQGGAAA 


TGAACAAAAA 


2280 


GCAAQGCAIA 


AAAAAIAGCA 


GCAGCCGGGC 


ACAGEAGCTC 


ACACCICTAA 


TCCCAAGEAA 


2340 


GGOCAAGFNN 


GGAGGATAGC 


TTGAGCCCAG 


GAOTTCGAGA 


CCAQCCTGGG 


CAACATAGCA 


2400 


AGACCCCCAT 


CTCTAIAAAA 


AAAAATITAA 


AAITAACTGG 


GCATCAIQGC 


ATGIUICTGT 


2460 


GGICCCGGCT 


ACTCGQGAGG 


CTGAGGTGGG 


AGGATIGCTT 


GATCCCAGAA 


GTTGAGGCTG 


2520 


CAGTGAGOCG 


TCATCATGCT 


ACTQCAGCTC 


AACCTGGCCG 


ACACAAIGAG 


ACOCTGTTTC 


2580 


CAAAATAATA 


ATAATAAAAG 


CAAAIATOCG 


CTQCTGTGAG 


AAITAACAGA 


GACTEACTIG 


2640 




AAGGGOCTCT 


GAACAGGTQG 


CATITAAGCT 


GAGAITCATA 


TCACAAQGAT 


2700 


GGAGCAGnA 


TCTGGAGAIC 


AGGGAGAGGG 


GAGAAK3CAA 


AGGCETICAG 


CAGQCACAAG 


2760 


CTIGOCATCT 


TCCAGACCCT 


AGCTTTEAAC 


•iujiltiux: 


CAGCZTTCAGG 


GAGA3TACTA 


2820 


TQGAGAICTG 


GCTGCTCX3CC 


TQGGCTATTT 


CCCCAGTAQC 


ATTCTOCGAG 


AGGACCAGAC 


2880 


CCTGAAACCT 


GGCAAAGTCG 


A3GTGAAGAC 


AGACGTGAGT 


OTCATOGGGG 


OTGQCAAGAA 


2940 


ATGTGGGGGG 


A3GACCCTEA 




ATQQ3CAAAA 


ATGCTCCCAC 




3000 




K3GTA3X7FGC 


GCTQGGAGAA 


ATTCTTTCCC 


TGOCTCAA3T 


TICTCACCAG 


3060 


TAAAAIGQCT 




G3TGCAAAGA 


TTAGAGGGCT 


CTAGGCTAAT 


TTGCKEAGCA 


3120 


NNTCTOTQGC 


CAGAOCTGGG 


CXCTQCAGCT 


GCAGOCTTPG 


CTAAAACCAC 


TAGA2CCTIT 


3180 
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CTGCTGIXSAC OQCTQGTT!IT CTITCCACTG TITCCCCTIT CTLTIUTICA GAAATQGGAT 3240 
TICTACTGCC AGTtaGCTCA GCCTACCCCT GGOCCTGOOG TITCCCCICC TTGC3CTTTAT 3300 
GCAAAEACAA TCAGOOCAGT GCAAAOGGCT CGICTCCOTG GICnTGGGG TGQQGTAGGG 3360 
TAGGCTGGQG ACTSCACAAA TGAAATOITT CICEAGQITG CTGAAICTAA CCAAIEAACC 3420 
CGGTQGCTCT GGTAACGICA GTQGITQC'EA GQCAGAGTIT GGCTGATGAA AQOOCPGPGC 3480 
AGEAGGBGOG CTOCEAAQCT TAGOTTICGA CACAAGCAAA GAAAACCTAA GCAGCCCAAC 3540 
TAGGGA3TCT AGTSTCCTCT CTAG\ 3565 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IANGE: 581 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFQRM: Einzel 

(D) TOPODXIE: linear 

(ii) ART DES MXEKULS: cENS 

(be) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLDSSEL: CDS 

(B) IAGE: 110.. 499 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: sig^peptide 

(B) IAGE: 110.. 178 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SOJLQSSEL: nat^peptide 

(B) LAGE: 179.. 499 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

AAGCQGCGGA GACAGGATCG AGAACACAGG TTICCTTGAT A3TCAGCCTG GAAGGAGGX 60 

AGGAQGAGOC CAGAGACCTC GITCTTCACT TGCTCAITCT CAGICCATG ATS GIG 115 

Met Val 
-23 
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TGG TCC OCA GIG CTC CTT GQC ATC GTC GTC TIG TCT QTT ITT TCA GGG 163 
Trp Ser Pro Val Leu Leu Gly He Val Val Leu Ser Val Phe Ser Gly 
-20 . -15 -10 

CCT AGC AGG GCT GAT CGA GCT ATC CCC AAG CTC GCT GAC TOG AAG CTC 211 
Pro Ser Arg Ala Asp Arg Ala Met Pro Lys Leu Ala Asp Trp Lys Leu 
-5 1 5 10 

TCT GCG GAC GAG GAA TCC AQC CAT CCT ATC TCC ATC GCT GTC GOC CTC 259 
Cys Ala Asp Glu Glu Cys Ser His Pro He Ser Met Ala Val Ala Leu 
15 20 25 

CAG GAC TAC GIG GCC CCT GAT TCC CGC TTC TTG ACT ATA TAT AGG GGC 307 
Gin Asp Tyr Val Ala Pro Asp Cys Arg Phe Leu Thr He Tyr Arg Gly 
30 35 40 

CAA GIG GTC TAT GIC TIC TCC AAG TIG AAG GGC OCT GGG CGC CTT TIC 355 
Gin Val Val Tyr Val Phe Ser Lys Leu Lys Gly Arg Gly Arg Leu Phe 
45 50 55 

TGG GGA GGC AST GTT CAG GGA GGT TAC TAT GGA GAC CTC GCA GCC CGC 403 
Trp Gly Gly Ser Val Gin Gly Gly Tyr Tyr Gly Asp Leu Ala Ala Arg 
60 65 70 75 

CTC GGC TAT TTC CCC ACT AQC ATT GTC OGG GAG GAC CTC AAC TOG AAA 451 
Leu Gly Tyr Phe Pro Ser Ser He Val Arg Glu Asp Leu Asn Ser Lys 
80 85 90 

OCT GGC AAA AIT GAT ATC AAG ACC GAT CAA TGG GAT TTC TAC TGC CAG 499 
Pro Gly Lys He Asp Met Lys Thr Asp Gin Trp Asp Phe Tyr Cys Gin 
" 95 100 105 

TGAGCTCAGC CEAOCGCTAT CCCTGCACTT AOCTTCCGGC TCTATCCAAA TACAGCAGCC 559 

AATGGCAAAA AAAAAAAAAA AA 581 



(2) INFURMATIGN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SBQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IANGE: 130 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPODOGIE: linear 

(ii) ART DES M3LEKULS: Protein 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Met Val Trp Ser Pro Val Leu Leu Gly lie Val Val Leu Ser Val Phe 
-23 -20 -15 -10 

Ser Gly Pro Ser Arg Ala Asp Arg Ala Met Pro Lys Leu Ala Asp Trp 
-5 15 

Lys Leu Cys Ala Asp Glu Glu Cys Ser His Pro lie Ser Met Ala Val 
10 15 20 25 

Ala Leu Gin Asp Tyr Val Ala Pro Asp Cys Arg Phe Leu Thr lie Tyr 
30 35 40 

Arg Gly Gin Val Val Tyr Val Phe Ser Lys Leu Lys Gly Arg Gly Arg 
45 50 55 

Leu Phe Trp Gly Gly Ser Val Gin Gly Gly 'Tyr Tyr Gly Asp Leu Ala 
60 65 70 

Ala Arg Leu Gly Tyr Phe Pro Ser Ser lie Val Arg Glu Asp Leu Asn 
75 80 85 

Ser lys Pro Gly Lys lie Asp Met Lys Thr Asp Gin Trp Asp Phe Tyr 
90 95 100 105 

Cys Gin 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQCENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 31 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGK3RM: Einzel 
(DJ TOPCOjOGIE: linear 

(ii) APT DES M3LEKULS: cDNS 



(ix) MERKM&LE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: - 

(B) IAGB: one-of {14, 17, 20) 
(D) SCNSTIGE ANGABEN: /label= N 

/note= "N steht fuer I (Inosin) r 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

GTH3WSN3CN GAYCARGART G 31 



(2) INFORMATICS ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTTKA: 

(A) I^NGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: NuJcleinsaure 

(C) SPRfiNGEORM: Einzel 

(D) TOPQDOGIE: linear 

(ii) ART DES M3LEKUIS: cDNS 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 7: 
TSK3TCGACT CTPCGIAGAA KTCCCATCTT ETC 33 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IANGE: 305 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFQRM: Einzel 

(D) TQPCEDOGIE: linear 

(ii) ART DES M3IEKULS: cDNS 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_RNA 

(B) IAGE: join(1..29, 277.. 305) 

(D) SONSTIGE ANGAEEN: /functions "Primer" 



(xi) . SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
GAATICAACT 1TTCGGCQGA TCAGGAGIGC AGCCACCCTA TCTCCATGQC TGIQGCCCTT 60 
CAGGACTACA TGGCCOCCG& CTGCOGA3TC CTGACCATIC ACCGGGQCCA AGIGGTGTAT 120 
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GTCTICICCA AQCTGAAGGG CCGIQGQOQG CTCTICTGQG GAGGCAGCGT TCAGGGAGAT 180 
TACEATQGAG ATCTGGTCGC TCQCCTQQGC TA0TTOCOCA GIAGCA3TGT CCGAGAGGAC 240 
CAGACOCTCA AACOTGGCAA. AGICGATGIG AAGACAGATA AATGQGATTT CTACGAACAG 300 
TOGAC 305 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGP0RM: Einzel 

(D) TOPGTjOGIE: linear 

(ii) ART DES MOIEKULS: cDNS 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
GATQCATGCG GICCTATQCC CAAQCTG 27 



(2) INFORMATICS ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SE£3JENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) AFT: Nukleinsaure 

(C) STRANGPORM: Einzel 

(D) TOFCEDOGIE: linear 

(ii) ART DES MXEKUCS: cDNS 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
GATAAGCTTT CACTQQCACT AGAAfiTC 



27 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IANGE: 28 Basenpaare 

(B) ART: NuJcleinsaure 

(C) STRANGPORM: Eiiizel 

(D) TOPQLOGIE: linear 

(ii) ART DBS *O^EKUES: cDNS 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUN5: SEQ ID NO: 11: 
GRTCTAQCCG GCCGCCGAGC COGGCATG 28 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAW3E: 20 Basenpaare 

(B) AFT: Nukleinsaure 

(C) STOANGFORM: Einzel 

(D) TOPQLOGIE: linear 

(ii) ART DES MQLEKULS: cDNS 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
OCGGQCTSGG CGGOOGGCTA 20 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IANGE: 16 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGPORM: Einzel 

(D) TQPOUOGIE: linear 

(ii) APT DES MDLEKULS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Gly Ser Ser Arg Pro Pro 
15 10 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IANGB: 18 Aminosauren 

(B) AFT: Aminosaure 

(C) STRANGPORM: Einzel 

(D) T0POD0GIE: linear 

(ii) ART DES MDIEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Met Arg Gly Ser His His His His His His Gly Ser Val Asp Asp Asp 
15 10 15 

Asp Lys 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZ CHRRAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 43 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGPQRM: Einzel 

(D) TOPODOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUIS: cDNS 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 
AAAAAQGATC CAGOCGGCOG OOCGGTOCm TQCCCAAGCT GQC 



43 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SBQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IANGE: 23 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRfiNGFORM: Einzel 

(D) TQPOODOGIE: linear 

(ii) ART DBS MQELEKUlS: cENS 



(xi) SEQUENZHESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 
GGCGAGCAQC CAGATCTCCA HAG 23 



(2) INFORMATICS 2U SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZ CHARAKIERISTIKA: 

(A) LANGS: 50 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES M3LEKULS: cDNS 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 
AAAAAAQGAT CXCTPGATGA TGACGATAAA GQIGCTATQC CCAAGCTQGC 50 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 18: 

(i) SEQUENZ CHARAKIERISTIKA: 

(A) LANGE: 330 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MXEKfoS: cDNS 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: inat_peptide 

(B) LAGE: 7., 327 



WO 95/03328 



PCT/EP94/02369 



(ix) MERKMALE: 

(A) KAME/SCHLUSSEL: misc RNA 

(B) IAGE: 4.. 6 "~ 

(D) SONSTIGE ANGAHEN: /function= H Startcodon Met" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

CATATQGGAC CAATQOCAAA ATTAGCAGAT CGEAAATIAT GTQGAGATCA GGAGTGCAGC 60 

CACCCTAICT CCATQQCTGT GGOOCTICAG GACTACATQG CCCCCGACTG CCGATTCCTO 120 

ACCA3TCACC GGGGCCAACT GCT3EAT3TC TICTCCAAGC TGAAGGGCCG TQGGCGGCTC 180 

TICTOGGGAG GGAGCX3TTCA GGGAGATTAC TATGGAGATC TQGCTGCTCG CCTGGGCTAT 240 

TTCCCCAJ3TA GCAITOICCG AGAGGAGCAG AQXTGAAAC CTGGCAAAGT CGA3CTGAAG 300 

ACAGACAAAT QGGATTICTA CTGCCACTGA 330 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) L&JGE: 59 Basenpaare 

(B) AFT: Nukleinsaure 

(C) STRRNGHQRM: Einzel 

(D) TOPQDOGIE: linear 

(ii) ART DES M3UEKUIS: cDNS 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 
AAAAACAXAT GGGACCAATG CCAAAATEAG CAGATOGEAA ATEAICTGCA GAICAQGAG 59 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 29 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFDRM: Einzel 

(D) TQPOOUOGIE: linear 

(ii) ART DES MXEKUIS: cENS 
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(xi) SBQUENZHESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 
AAAAAAAQCT TICACTQQCA GEAGAAATC 29 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 21: 

(ij SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 33 Basenpaare 

(B) AFT: Nu3d.einsa.ure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPQDOGIE: linear 

(ii) ART DES M2LEKULS: cDNS 

(xi) SEQUENZHESCHREIEUNG: SEQ ID NO: 21: 
CC7IGAATICA ACATQGOCOG GTCCCTGGTG TQC 33 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 22: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRM3GFQRM: Einzel 

(D) TOPQLOGIE: linear 

(ii) ART DES MDLEKULS: cDNS 



(xi) SBQUENZHESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 
TATCTGCAGT CACTGGCAGT AGAAATOCCA 30 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 23: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 260 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOOJOGIE: linear 

(ii) ART DES M3LEKULS: cENS 
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(XL) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 
GTG3GAGGIC TAIAIAAGCA GAQCTCTCTG GCTAACTAGA GAAOOCACTG C1TAACTGGC 60 
TXRTCGRAKT TAAIACGACT CACTAIAQQG AGACCCAAGC TGTACCAGAT ATCAGGATCC 120 
CCCGGGCTQC AQGAATICGA TATCAAGCTT CTCGAQGGQG GGCCCGCTAC CGATCCTGQC 180 
CAGCTAGCTA GTAGCTAGAG GATC1TTOTG AAQGAACCTT ACITCICTGG TOTGACAIEAA 240 
TTQGACAAAC TACCEACAGA 260 



(2) INFORMATiaN ZU SEQ ID NO: 24: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTTKA: 

(A) LANGE: 596 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGEGRM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) APT DES MOLEKULS: ENS (genanisch) 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) IAGE: join(40..111, 40.. 166, 214*. 347, 393.. 503, 549 

-.569) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: sig_j5eptide 

(B) LAGE: 40. .111 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: exon 

(B) IAGE: 40. .166 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: exon 

(B) IAGB: 214.. 347 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: exon 

(B) LAGE: 393.. 503 
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(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHEUSSEL: exon 

(B) LAGE: 549.. 569 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: - 

(B) IAGE: one-of(194, 369, 527) 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "N in den Positionen 194, 

369 und 527 steht fuer eine unbestimnte Anzahl und 
Sequenz van Nukleotiden " 



(xi) SEQUENZEESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: 
CCAGCAOOCC CTTQCTCACT CICTTGCTCA CMTCCACGA TOQCCCGCTC CCK33TGTGC 60 
TCAICTTGCT GTC1GXT1C TCCGGACCTG GICTCAGGGG TGGICCTATG 120 
CCCAAGCTGG CTCACOGGAA GCTOICTQCX3 GACCAGGACT GCAGCCGTAA GAATCQQGAG 180 
GGTAGAMTG GGNCCCTICT ATICCITCCC TAGACCCTAT CTCCATGGCT GIGGCCCFUC 240 
AGGACTACAT GGCCCCCGAC TGCCGAOTCC TGACCATICA COGGGQOCAA GTQGICTAIG 300 
TttTCTOCAA GCTGAAGQGC CGIGQQOGGC TCITCIQGGG AGGCAGCGTG GGTCTK3QGA 360 
GAGTGAAANA GCTTITAACT CXHCTKXCC AGGITCAQGG AGATTACTAT GGAGA2CTGG 420 
. CTGCTCQCCT GGGCTATTIC OOCAGEAGCA TTGTCCGAGA GGACCAGAGC CTGAAACCTC 480 
GCAAAOTOGA TGTCAAGACA GACCTGGACT GTCATGGQQG CTQQCAMTTT CCCCTTICTC 540 
TTTTTCAGAA ATQGGATTTC TACTQCCAGT GAQCICAGCC TAGCGCTOGC CCTQCC 596 
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Patentanspriiche 

1. Protein mit einer Melanoma-inhibierenden Aktivitat, 
welches das Wachstum der Zellinien HTZ 19-dM und ATCC 
CRL 1424 inhibiert und 

a) codiert wird von der in SEQ ID NO:l fiir das reife 
Protein bzw. fiir das Protein mit N-terminaler 
Pra-Sequenz gezeigten DNA-Sequenz, der in SEQ ID 
MO: 3 gezeigten genomischen Sequenz oder 

b) codiert wird von DNA-Sequenz en, die mit den in SEQ 
ID NO:l oder 3 gezeigten DNA-Sequenzen oder Frag- 
xnenten dieser DNA-Seguenzen im DNA-Bereich, der. 
fiir das reife Protein codiert, hybridisieren. 

2. Protein nach Anspruch 1, welches eine Grofle von ca. 11 
kD (SDS-Page, nicht reduziert) aufweist und erhaltlich 
ist aus dem Zellkulturiiberstand der Melanomzellinie 
HTZ 19-dM und Aufreinigung iiber Gelchromatographie und 
reverse phase HPLC. 

3. Protein nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB es 

a) das Produkt einer prokaryontischen oder eukaryon- 
tischen Expression einer exogenen DNA ist, 

b) codiert wird von der in SEQ ID NO:l fiir das reife 
Protein bzw. fiir das Protein mit N-terminaler 



WO 95/03328 



PCT7EP94/02369 



71 

Pra-Sequenz gezeigten DNA-Sequenz, oder der in SEQ 
ID NO: 3 gezeigten genomischen Sequenz, 

c) codiert wird von DNA-Sequenzen, die mit den in SEQ 
ID NO:l oder 3 gezeigten DNA-Sequenzen oder Frag- 
menten dieser DNA-Sequenzen im DNA-Bereich, der 
fur das reife Protein codiert , hybridisieren, oder 

d) codiert wird von DNA-Sequenzen, die ohne die 
Degeneration des genetischen Codes mit den in b) 
bis c) definierten Sequenzen hybridisieren wiirden 
und fiir ein Polypeptid mit entsprechender Amino- 
sauresequenz codieren. 

4* Protein gemaB Anspruch 1 bis 3, welches aus den 
Nukleotiden 40 bis 432 oder 112 bis 432 von SEQ ID 
NO:l besteht, 

5- Protein gemaB Anspruch 1 oder 3, welches von den 
Nukleotiden 110 - 499 oder 179 bis 499 von SEQ ID 
NO: 4 codiert wird* 

6. Zellinie HTZ 19-dM (DSM ACC 2133). 

7. Nukleinsaure, welche fur ein Protein gemaB ein em der 
Anspriiche 1 bis 5 codiert, dadurch gekennzeichnet , 
da6 sie ausgewahlt ist aus der Gruppe 

a) der in SEQ ID NO 1 oder 3 gezeigten DNA-Sequenzen 
oder der komplementaren DNA-Sequenzen, 
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b) Nukleinsaure-Seguenzen, die mit einer der Seguen- 
zen von a) hybridisieren, 

c) Nukleinsaure-Seguenzen, die ohne die Degeneration 
des genet ischen Codes mit einer der in a) oder b) 
genannten Seguenzen hybridisieren wiirden. 

8, DNA mit der in SEQ ID N0:1 gezeigten Seguenz. 

9, DNA mit der in SEQ ID NO: 3 gezeigten Seguenz, 

10. DNA mit der in SEQ ID NO: 4 gezeigten Seguenz. 

11. Rekombinanter Expressionsvektor, der DNA enthalt, die 
fur ein Protein nach den Anspriichen 1 bis 5 codiert 
und der in einem trans formierten Mikroorganismus oder 
einer transf ormierten eukaryontischen Zelle die 
proteincodierende DNA exprimiert. 

12. Prokaryontische oder eukaryontische Wirts zelle, 
welche mit einer DNA, die fur ein Protein nach den 
Anspriichen 1 bis 5 codiert, transf iziert ist und das 
genannte Protein produzieren kann. 

13. Wirt s zelle nach Anspruch 12, die E.coli oder eine 
Saugerzellinie ist. 

14. Verwendung einer DNA, die fur ein Protein nach den 
Anspriichen 1 bis 5 codiert, zur Trans fektion eines 
prokaryont ischen oder eukaryontischen Organismus. 

15. Verfahren zur Gewinnung eines Proteins mit Melanom- 
inhibierender Aktivitat durch Isolierung aus dem 
Kulturiiberstand der Melanomzellinie HTZ 19-dM durch 
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gelchromatographische Auftrennung und Aufreinigung 
einer Fraktion des Uberstandes, die einem Molekular- 
gewicht von ca. 11 kD entspricht. 

16. Verfahren zur rekombinanten Herstellung eines Pro- 
teins mit Melanom-inhibierender Aktivitat durch 
Expression einer DNA gemaS einem der Anspriiche 7 bis 
10 in einer geeigneten Wirtszelle und Isolierung des 
Proteins aus der Wirtszelle oder dem Kulturtfberstand 
der Wirtszelle. 

17. Verwendung eines Proteins mit Melanom-inhibierender 
Aktivitat gemaB einem der Anspriiche 1-5 als Antigen 
oder Immunogen zur Herstellung von Antikorpern, die 
an dieses Protein binden. 

18. Antikorper gegen ein Melanom-inhibierendes Protein, 
erhaltlich durch Immunisierung eines Tieres mit einem 
Protein gemaB einem der Anspriiche 1-5 und Gewinnung 
der Antikorper aus dem Serum oder Milzzellen der 
immunisierten Tiere. 

19. Verwendung eines Melanom-inhibierenden Proteins gemaB 
einem der Anspriiche 1-5 zur Herstellung eines 
Therapeutikums , das Anwendung in der Tumortherapie 
oder als Immunsuppressivum findet. 

20. Therapeutische Zusammensetzung, enthaltend ein 
Melanom-inhibierendes Protein gemaB einem der Ansprii- 
che 1-5, ggf . zusammen mit pharmazeutischen Hilfs-, 
Full- und/oder Zusatzstof f en- 
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21. Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren, welche fiir 
ein MIA-Protein codieren, dadurch gekennzeichnet, daB 
die zu untersuchende Probe mit einer Nukleinsauren- 
sonde inkubiert wird, welche ausgewahlt 1st aus der 
Gruppe 

a) der in SEQ ID NO:l und 3 gezeigten DNA-Sequenzen 
oder der dazu komplementaren Sequenz, 

b) Nukleinsauren, die mit einer der Sequenzen von a) 
hybridisieren, 

die Nukleinsauresonde mit der Nukleinsaure der Probe 
inkubiert wird und die Hybridisierung ggf . uber einen 
weiteren Bindepartner von Nukleinsaure der Probe und 
Nukleinsauresonde nachgewiesen wird. 

22* Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet , 
daB die nachzuweisende Nukleinsaure vor dem Nachweis 
amplif iziert wird. 

23. Verfahren zur Herstellung eines Proteins nach den 
Anspruchen 1 bis 5, durch Expression des endogenen 
Gens fiir dieses Protein in einer Saugerzelle durch 
Insertion eines DNA-Konstrukts in das Genom der Zelle 
durch homologe Rekombination, wobei dieses DNA-Kon- 
strukt ein DNA-Regulationselement umfaBt, welches in 
der Lage ist, die Expression dieses Gens zu stimulie- 
ren, wenn es operativ daran gekoppelt ist, und eben- 
falls umfaBt ein oder mehrere DNA-Tar get segment e, 
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welche homolog zu einer Region in diesem Genom ist, 
die innerhalb oder in der Nahe des Gens liegt, Zttch- 
tung der Zellen und Gewinnung des MIA-Proteins aus 
den Zellen oder dem Zellkulturttberstand. 

24. Verfahren zur Herstellung eines Proteins gemaB den 
Ansprttchen 1 bis 5, durch Expression mindestens eines 
exogenen Gens, welches fur dieses Protein codiert, in 
einer Saugerzelle durch Insertion eines DNA-Kon- 
strukts in das Genom der Zelle durch homologe Rekom- 
bination, wobei dieses DNA-Konstrukt ein DNA- 
Regulationselement umfaBt, welches in der Lage ist, 
die Expression dieses Gens zu stimulieren, wenn es 
operativ daran gekoppelt ist, ein DNA-Element, wel- 
ches fur dieses Protein codiert, und ebenfalls umfaSt 
ein oder mehrere DNA-Targetsegmente , welche homolog 
zu einer Region in diesem Genom sind, und Zuchtung 
und Gewinnung des MIA-Proteins aus den Zellen oder 
dem Zellkulturiiberstand. 

25. Verwendung eines DNA-Konstrukts, welches durch homo- 
loge Rekombination in das Genom von Saugerzellen 
eingefiihrt werden kann, wobei dieses DNA-Konstrukt 
umfaBt: 

ein DNA-Regulationselement, welches in der Lage 
ist, die Expression eines Gens zu modulieren, wenn 
es daran operativ gekoppelt ist, 

- wobei dieses Gen fur ein Protein nach den Ansprli- 
chen 1 bis 5 codiert, 



WO 95/03328 



PCT/EP94/02369 



und ein oder mehrere DNA-Target-Segmente, welche 
homolog zu einer Region in diesem Genom sind, die 
innerhalb oder in der Nahe des genannten Gens 
liegen, 

und wobei dieses Konstrukt so in das Genom der 
Saugerzelle insertiert werden kann, daS das -regu- 
latorische Segment operativ an das Gen gekoppelt 
ist, welches fur das Protein mit MIA-Aktivitat 
codiert, 

zur Herstellung eines Tumor t her apeutikums oder Immuno- 
suppressivums . 

26, Verwendung eines DNA-Konstrukts, welches durch homo- 
loge Rekombination in das Genom von Saugerzellen 
eingefuhrt werden kann, wobei dieses DNA-Konstrukt 
umf aBt : 

ein DNA Regulationselement , welches in der Lage 
ist f die Expression eines Gens zu modulieren, wenn 
es darari operativ gekoppelt ist, 

- wobei dieses Gen fttr ein Protein nach den AnsprU- 
chen 1 bis 5 codiert, 



und ein oder mehrere DNA-Target segment e, welche 
homolog zu einer ftir die Insertion des Konstrukts 
geeigneten Region in diesem Genom sind, 
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und wobei dieses Konstrukt so in das Genom der 
Saugerzelle insertiert werden kann, daS das regu- 
latorische Segment die Expression des Gens in die 
Saugerzelle moduli ert. 
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Fig. 2 
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Fig. 3 



Allogenic LAK-cell activity 
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Fig. 4 



PHA-stimulated PBMC-proliferation (f.c. 3|ig/m!) 
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Fig. 5 



IL-2-stimulated PBMC-proliferation (f.c. 1000 U/ml) 
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Fig. 
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